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Overflateproteinene CD44 og CD90 er identifisert som potensielle markører for 
kreftstamceller i flere typer kreft, og antas å være mulige terapeutiske mål for økt spesifikk 
behandling av kreftceller med stamcellelignende egenskaper. CD44 og CD90 ble i denne 
studien benyttet som målmarkører for spesifikk behandling med bruk av immuntoksiner (IT). 
Siden normale stamceller også uttrykker disse overflatemarkørene er det viktig at behandling 
med IT bare angriper populasjoner av kreftstamceller. Fotokjemisk internalisering (PCI) er en 
metode utviklet for frigjøring av makromolekyler til cytosol gjennom fotokjemisk ødeleggelse 
av endocytiske membraner, og ble benyttet i denne oppgaven for spesifikk levering av 
immuntoksinene IM7-SAP og OX7-SAP. Immuntoksinet IM7-SAP benyttet for CD44-
targeting bestod av biotinylert CD44 mAb bundet til det ribosom-inaktiverende proteinet 
saporin. Immuntoksinet OX7-SAP ble benyttet for CD90-targeting og var et ferdig konjugat 
av CD90 mAb og saporin. Det ble benyttet fire karsinomcellelinjer og tre 
liposarkomcellelinjer for å studere effekten av PCI-behandling med IT rettet mot CD44 og 
CD90. Resultatene demonstrerer at PCI øker den cytotoksiske effekten til immuntoksinene 




 cellelinjer. To cellelinjer 
var negative for markørene og ble benyttet som kontrollcellelinjer. Disse cellelinjene viste 
ingen økt cytotoksisk effekt ved behandling med IT. I tillegg ble effekten av immuntoksinet 
OX7-SAP sterkt redusert ved å blokkere reseptoren med overskudd av antistoff, som indikerer 
en spesifikk behandlingseffekt. Denne studien er den første til å demonstrere PCI-basert 
targeting av CD90 ved bruk av immuntoksin, og danner et grunnlag for videre prekliniske 













The cell surface antigens CD44 and CD90 are identified as potential markers for cancer stem 
cells (CSC) in a number of different cancers, and assumed to be therapeutic targets for cancer 
cells with stem cell-like properties. CD44 and CD90 were in this thesis used as targets for a 
specific treatment with the use of immunotoxins (IT). Since also normal stem cells express 
these markers, it is of great importance that treatment with IT only attacks cell populations 
with CSC. Photochemical internalization (PCI) is a method developed for cytosolic release of 
macromolecules through photochemical disruption of endocytic membranes, and was applied 
in this thesis for specific delivery of the immunotoxins IM7-SAP and OX7-SAP. IM7-SAP 
used for CD44-targeting consisted of a biotinylated CD44 mAb bound to the ribosome-
inactivating protein saporin. OX7-SAP used for CD90-targeting comprised of a chemical 
conjugate of CD90 mAb and saporin. Four carcinoma cell lines and three liposarcoma cell 
lines were used as models to study the effect of PCI treatment with IT targeting CD44 and 
CD90. The results demonstrates that PCI increases the cytotoxic effect of IM7-SAP and OX7-




 cell lines respectively. Two cell lines negative for the 
antigens were used as controls. These cell lines showed no increased cytotoxic response after 
PCI of IT compared to PCI of a non-targeting toxin control. In addition, the effect of OX7-
SAP was strongly reduced after CD90 receptor blocking with an excess of the OX7 antibody, 
indicating specificity of the treatment. This study is the first of its kind to demonstrate PCI-
based targeting of CD90 with the use of an IT, and provide a foundation for further pre-















AML  Akutt myelogen leukemi  
APC  Allophycocyanin 
BCRP  Brystkreft resistensprotein 
CCD  Cooled charge-coupled device 
CD44  Cluster of differentiation 44 
CD90  Cluster of differentiation 90 
Chk1  Checkpoint kinase 1 
Chk2  Checkpoint kinase 2  
CSC  Cancer stamceller 
DIC  Differensial interferenskontrast 
DMSO Dimetyl sulfoksid 
DNA  Deoksyribonukleinsyre 
EMT  Epidermal til mesenchymal transisjon 
FBS  Føtalt bovintserum 
FITC  Fluorescein Isothiocyanate 
GPI  Glykosylfosfatidylinositol 
HAS 1-3 Hyaluronsyntase 1-3 
IT  Immuntoksin  
kDa  kilodalton  
LAF  Laminar flow 
LDL  Low density lipoprotein  
VI 
 
mAb  Monoklonalt antistoff 
MDR1  Multidrug resistensprotein 1 
MTT  3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-defenyltetrazolium bromid 
NPC  Nasofaryngeal karsinom 
NT  No treatment 
PBS  Fosfatbufret saltvann 
PCI  Fotokjemisk internalisering 
PDT  Fotodynamisk terapi 
PS  Fotosensitizer 
RIP  Ribosom-inaktiverende protein  
RME  Reseptormediert endocytose 
ROS  Reaktive oksygenforbindelser 
rpm  Omdreininger per minutt 
TPCS2a Meso-tetrafenylklorin disulfonat  
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1.1 Bakgrunn for oppgaven  
 
Begrenset behandlingseffekt av etablerte kreftterapier, som strålebehandling og cellegift, har 
blitt tilskrivet subpopulasjoner av kreftceller innen ulike tumorvev med antatte 
stamcellelignende egenskaper, såkalte kreftstamceller (1). Kreftstamcellenes egenskaper er 
tenk å motvirke tradisjonelle terapier gjennom blant annet nedregulert cellesyklus og økt 
DNA-skade reperasjonssystem (1). Kreftstamceller er blitt identifisert gjennom ekspresjon av 
spesifikke overflatemarkører, som CD44 og CD90, og videre i transplantasjonsstudier i svært 
immunsvekkede mus. Målrettet angrep av kreftstamceller ved bruk av immuntoksiner (IT) 
spesifikke mot slike overflatemarkører er tenkt å være en potensiell behandlingsmetode for 
økt spesifisitet innen kreftbehandling. Anvendelse av makromolekyler, som ribosom-
inaktiverende proteiner og immuntoksiner, for behandling av kreft har fått en økende relevans 
de senere årene (2). Et stort hinder for terapeutisk effekt av disse makromolekylene er 
internalisering til cytosol. Fotokjemisk internalisering (PCI) er en metode som er utviklet for å 
overkomme dette hindret (2).  
 
Hensikten med denne oppgaven var å etablere og evaluere målrettet PCI-behandling av 





I 1963 demonstrerte fysikeren James Till og hematologen Ernest McCulloch eksperimentelt at 
normale stamceller har evne til både selvfornyelse og differensiering etter studier på 
transplanterte beinmargceller fra mus (3). Deres arbeid bygde på tidlige hypoteser og 
forskning på embryonale og hematopoietiske celler, utført av blant andre Ernst Haeckel, 
August Weismann, Theodor Boveri, Valentin Häcker, Artur Pappenheim, Alexander 
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Maximow, Wera Dantschakoff og Ernst Neumann (4). Stamceller er udifferensierte celler. De 
defineres på bakgrunn av sine egenskaper til selvfornyelse (evig liv) og differensiering. 
Embryonale stamceller gir opphav til nytt vev og nye organer under utviklingen. Somatiske 
stamceller vedlikeholder cellevevet gjennom differensiering av datterceller, og opprettholder 




Flere likhetstrekk mellom stamceller og visse typer kreftceller har ført til en alternativ 
forklaringsmodell for kreft som setter stamceller og kreft i sammenheng. Både normale 
stamceller og såkalte kreftstamceller (CSC) har evnen til selvfornyelse. Begge celletypene 
kan også gi opphav til en fenotypisk heterogen cellepopulasjon med en ulik grad av 
differensiering. Den vesentlige forskjellen mellom normale stamceller og kreftstamceller er at 
normale stamceller er nøye regulert og danner normalt vev og organer i kroppen, mens 
kreftstamceller mangler vekstkontroll og danner abnormalt vev som fører til tumordannelse. 
En tumor kan på denne måten tolkes som et abnormalt organ (6). Kreftstamceller antas 
imidlertid bare å være en subpopulasjon av kreftceller i et tumorvev, som innehar 
stamcellelignende egenskaper. Disse kreftcellene blir også kalt for tumorinitierende celler (6). 
 
Den klonale evolusjonsmodellen har vært den dominerende forklaringsmodellen for 
karsinogenesen det siste århundret. Den tar utgangspunkt i at en eller flere normale celler 
gjennomgår en mutasjon som skaper ubalanse i homeostasen av celler, og som selektivt fører 
til en monoklonal utvikling av tumor (7). I følge den klonale evolusjonsmodellen består tumor 
av en relativt homogen cellepopulasjon, der alle kreftcellene har lik evne til å danne tumor. 
Teorien om kreftstamceller sier på den andre siden at tumor er hierarkisk organisert, med en 
heterogen cellepopulasjon. Kreftstamcellene er antatt å ha tumorinitierende egenskaper i 
tillegg til å ha evnen til å gi opphav til hele tumormassen ved asymetrisk celledeling (figur 
1.1) (8).  
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Figur 1.1: Illustrering av kreftstamceller (CSC) og deres egenskaper til selvfornyelse, differensiering og evne til 
å danne ny tumor. Figuren viser en hierarkisk og heterogen oppbygging av tumor. Modifisert fra (6). 
 
Kreftstamceller har differensierende egenskaper. Oct-4 er en transkripsjonsfaktor som 
uttrykkes i den indre cellemassen av et embryo. Under utviklingen vil Oct-4 ekspresjon kun 
finne sted i gametene. Tap av Oct-4 ekspresjon er assosiert med differensiering av celler. En 
behandlingsmetode for embryonale karsinomer er retinoider som kan indusere differensiering. 
Ved differensiering av kreftcellene vil ekspresjon av Oct-4 minke. Oct-4 ekspresjon synes i 
denne sammenheng å være en faktor som opprettholder en udifferensiert tilstand til 
kreftstamceller (9).  
 
Kreftstamceller har selvfornyende egenskaper. Mutasjoner som fører til feilregulering i 
signalveiene som kontrollerer normal selvfornyelse av stamceller, kan føre til flere ulike typer 
kreft. Det har blitt vist at flere spesifikke genprodukter som regulerer selvfornyelsen av 
normale somatiske stamceller også regulerer proliferasjonen til kreftstamceller. 
Signaleringsveiene WNT, sonic hedgehog (SHH), Notch, PTEN og BMI1 er alle vist å 
promotere selvfornyelse av somatiske stamceller, i tillegg til en neoplastisk proliferasjon i de 
samme vevene når de er dysregulerte (10). 
  
Feil regulering av genene kan være et resultat av epigenetiske endringer. Epigenetikk kan 
defineres som arvelige endringer i genekspresjonen, som ikke skyldes endringer i den 
primære DNA-sekvensen (11).  Epigenetiske avvik er funnet å være noen av de første 
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endringene i ulike kreftformer. I følge teorien om kreftstamceller er epigenetiske endringer i 
stamceller eller progenitorceller de første og bakenforliggende årsakene til initiering av kreft. 
Funn av kreftpasienter med endrede progenitorceller i normale vev støtter opp om denne 
hypotesen (11). Det har blitt gjort store gjennombrudd i karakteriseringen av epigenetiske 
endringer i kreft. Disse inkluderer globale endringer som hypometylering av DNA, 
hypoacetylering av kromatin, samt gen-spesifikke hypo- og hypermetyleringer. Global DNA 
hypometylering fører til kromosomal ustabilitet og økt tumorfrekvens. Dette har blitt vist både 
in vitro og in vivo i musemodeller (7).   
 
Definisjonen av kreftstamceller avklarer ikke deres opphav, hvorvidt de stammer fra normale 
stamceller/progenitorceller eller fra mer differensierte celler (12). I mange typer vev der kreft 
ofte oppstår har cellene en relativ kort levetid. For at en celle skal bli tumorigen kreves det 
flere mutasjoner, noe som indikerer at kreftceller oppstår fra akkumulerte mutasjoner i 
stamceller (10). Det er likevel ikke utenkelig at differensierte kreftceller kan tilegne seg 
stamcellelignende egenskaper gjennom mutasjoner. Epidermal til mesenchymal transisjon 
(EMT) har blitt studert innen morfogenese på grunn av egenskaper til å omgjøre celler fra en 
tilstand til en annen. Utviklingsstudier har indikert at initiering av EMT under visse 
forutsetninger kan være en reversibel prosess (12). Det er foreslått at differensierte kreftceller 
kan gjennom spesifikke signaler reprogrammeres til udifferensierte kreftstamceller via en 
prosess relatert til EMT (12).  
 
Kreftstamceller ser ut til å være mer resistent mot tradisjonelle behandlingsmetoder, som 
stråleterapi og cellegift, sammenlignet med mer differensierte kreftceller (13). Kreftstamceller 
har vist å ha en bedre evne til reparasjon av strålingsindusert DNA-skade gjennom en raskere 
aktivering av checkpoint-kinasene Chk1 og Chk2 (13). De fleste cytotoksiske terapier som 
brukes til kreftbehandling angriper og skader DNA, eller forstyrrer mitosen for å indusere 
celledød i hurtig prolifererende tumorceller. Både normale stamceller og kreftstamceller 
uttrykker ofte transportproteiner i ATP-bindingskasett (ABC)-familien, inklusive MDR1-
transportprotein (multidrug resistance protein) og BCRP (brystkreft resistensprotein). Disse 
membranpumpene er i stand til å pumpe medikamenter ut av cytosol og hindrer deres effekt. I 
kombinasjon med at stamceller har en tregere cellesyklus kan dette gi en svakere respons på 
cellegift (13).  I tillegg er det vist at kreftceller med stamcellelignende egenskaper er mer 
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resistente mot reaktive oksygenforbindelser (reactive oxygen species, ROS) på grunn av 
forhøyet ekspresjon av enzymer eller antioksidanter som forhindrer eller quencher ROS. Dette 
er et problem ved stråleterapi, fotodynamisk terapi og ved anvendelse av cellegifter som er 
avhengig av tilstedeværelse av molekylært oksygen (O2) for generering av ROS (14, 15). 
 
1.4 Identifisering av kreftstamceller 
 
For å kunne identifisere kreftstamceller må dere egenskaper overføres til en praktisk målbar 
metode. «Gullstandarden» for identifisering av kreftstamceller er å undersøke cellenes evne til 
å danne en fenotypisk kopi av den originale tumormassen i immunsvekkede mus. Dette 
utføres ved serietransplantasjoner av xenografter i immunsvekkede mus (16). 
 
Kreftstamceller ble først isolert og karakterisert i 1997 av Bonnet et al. som demonstrerte at 
celler fra akutt myelogen leukemi (AML) hadde egenskaper til å danne leukemi-xenograft i 





har senere kommet bevis for kreftstamceller i solide tumorer, med spesifikke fenotyper som 
assosieres med stamcelle-egenskapene. I tillegg til tumordannelse in vivo, er prolifererende 
egenskaper i 2D (evne til å danne kloner) og 3D (evne til å danne sfæroider) og 
differensieringsstatus metoder som kan benyttes for identifisering og karakterisering av 
kreftstamceller. Ekspresjon av antigener uttrykt på celleoverflaten til normale stamceller blir 
ofte benyttet som markører for kreftstamceller, og er en effektiv metode for å isolere 
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1.5 Overflatemarkører – CD44 og CD90 
 
1.5.1 CD44  
 
CD44 er en transmembranreseptor kodet av et enkelt gen, lokalisert på den korte armen av 
kromosom 11 i mennesker (18-20). Genet består av 20 eksoner. Noen av disse er konstante og 
finnes i alle CD44 proteiner, mens noen er varianter og kan gjennomgå alternativ spleising. 
Den minste CD44-isoformen inneholder kun de konstante eksonene og kalles standard CD44-
isoform (CD44s). Alternativ spleising gir ulike varianter av CD44-proteinet (CD44v). CD44s 
er uttrykt i høy grad av både normale celler og kreftceller, mens de ulike CD44v isoformene 
uttrykkes hovedsakelig av kreftceller (21). Posttranslasjonelle modifikasjoner som N- og O-
linket glykosylering bidrar også til at familien av CD44 proteiner er omfattende og allsidig 
(22, 23). 
 
CD44-reseptoren har et ekstracellulært hyaluron-bindende domene (figur 1.2). Hyaluronsyre 
er et polysakkarid som finnes i den ekstracellulære matriks, med høyest konsentrasjoner i 





Hyaluronsyre syntetiseres i plasmamembranen av hyaluronansyntaser (HAS1-3) som er 
membranbundne proteiner (25). Denne produksjonen øker i prolifererende celler, i særlig grad 
under mitosen. Siden hyaluronsyre syntetiseres i plasmamembranen og vokser ut av celler er 
det foreslått at dette bidrar til å løsne prolifererende celler fra det støttende matriks, som gjør 
at de lettere kan dele seg (24). Det finnes i tillegg høye konsentrasjoner av hyaluronsyre i 
embryonisk vev som samsvarer med cellemigrasjon og proliferasjon. Likheter mellom 
embryonisk utvikling og tumorvev indikerer at hyaluronsyre har en viktig funksjon ved 
kreftutvikling (26). Binding mellom CD44 og hyaluronsyre aktiverer antiapoptotiske 
signalveier, samt overlevelse gjennom stabilisering MDR1-ekspresjon som er en 
membranpumpe som kan pumpe cytotoksiske medikamenter ut av celler (23). 
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Figur 1.2: Skjematisk fremstilling av CD44-reseptor med ekstracellulært hyaluron-bindende domene. Modifisert 
fra (27) 
 
CD44 er den vanligste og mest hyppig observerte markøren for kreftstamceller (23). CD44 
har blitt ansett som en markør for kreftstamceller i flere ulike kreftformer, som akutt 
myelogen leukemi, brystkreft, tykktarmskreft, leverkreft, kreft i bukspyttkjertelen og prostata 
(1). Omtrent 40 % av pasienter med lokalisert prostatatumor opplever tilbakefall etter 
innledende behandling. Utvikling og tilbakefall av prostatakreft har blitt assosiert med 
kreftstamceller med spesifikke celleoverflatemarkører (28). CD44 er identifisert som en 
sentral kreftstamcellemarkør for prostatakreft (21, 28). CD44
+
-kreftceller fra prostata er vist å 
være mer proliferative, klonogene, tumorigene og metastaserende enn CD44
-
 kreftceller (28).  
 
CD44 er uttrykt på både normale celler og kreftceller, noe som kan skape komplikasjoner ved 
målrettet angrep på CD44
+
 kreftceller. Et klinisk fase I studie av immuntoksinet anti-CD44v6 
Bivatuzumab Mertansine viste hudtoksisitet da CD44v6 uttrykkes på keratinocytter i huden. 
En pasient utviklet toksisk epidermal nekrose og døde, noe som førte til at det kliniske studiet 
ble avsluttet (29). Ved bruk av CD44-målrettede terapier er det derfor viktig å utvikle 
behandlingsformer som er mer spesifikke mot kreftceller og som skåner normale CD44-
positive celler, spesielt normale stamceller. 





CD90 (Thy-1) er et 25-37 kDa glykosylfostatidylinositol (GPI)-ankret protein som uttrykkes 
av flere ulike celletyper. Proteinet er lokalisert i det ytre lipidlaget i plasmamembranen og 
kodes for på kromosom 11q22.3 i mennesker. CD90-ekspresjon er funnet i humane 
fibroblaster, neuroner, endoteliale celler og hematologiske stamceller (30). Den eksakte 
biologiske funksjonen til CD90 er fortsatt noe ukjent, men proteinet har blitt konservert 
gjennom evolusjonen, noe som indikerer en viktig funksjon (31). CD90 er antatt å være 
involvert i cellulær gjenkjennelse, adhesjon og T-celle aktivering (32).  
 
CD90 er funnet å være en markør for normale hematopoietiske stamceller (32, 33), 
keratinocytt-stamceller (34) og mesenchymale stamceller (35). Hematopoietiske stamceller 




, og ekspresjon av CD90 minker ved økt 
differensiering. Dette kan indikere en viktig funksjon for CD90 under tidlig hematopoiese 
(32). Ved bruk av immunhistokjemi av normal hud er CD90-ekspresjon hovedsakelig funnet i 
basalcellelaget. CD90
+
 keratinocytter er også funnet å ha en høyere proliferasjonskapasitet, og 
evne til å danne kolonier (34).  
 
CD90 er vist å være en potensiell markør for kreftstamceller i leverkreft (36), magekreft (37) 
og spiserørskreft (8). Isolerte kreftceller fra hepatocellulært karsinom med CD90-ekspresjon 
er vist å korrelere med tumorigenitet og metastaserende potensiale in vivo (36). CD90-
ekspresjon
 
er i tillegg korrelert med metastaser til lymfekjertler, økt evne til selvfornyelse og 
tumordannelse, og differensiering av celler isolert fra spiserørskreft (8). Ko-ekspresjon av 
ulike overflatemarkører for kreftstamceller har også blitt studert for deteksjon av 
subpopulasjoner av kreftstamceller. En slik multimarkør-hypotese for kreftstamceller har blitt 
foreslått for flere typer kreft (36). CD90-ekspresjon har blitt undersøkt i sammenheng med 




 hadde en økt resistens mot 
strålebehandling i cellelinjen LC006 fra lungekreft (38). 
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CD90 som markør for kreftstamceller møter imidlertid motstand da ekspresjon av CD90 
indikerer en tumorsupressor-effekt i nasofaryngeal karsinom (NPC) og ovariekreft. Rollen til 
CD90 har blitt undersøkt i nasofaryngeal karsinom (NPC) og ovariekreft. Ekspresjon av 
CD90 var redusert eller fraværende i flere cellelinjer fra NPC, og gjenopprettelse av 
ekspresjonen førte til redusert evne til kolonidannelse. Immunsvekkede mus injisert med 
CD90-transfekterte celler fra cellelinjen SKOV-3 viste dårligere prolifererende egenskaper og 
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1.6 Fotodynamisk terapi og fotokjemisk internalisering 
 
1.6.1 Fotodynamisk terapi (PDT) 
 
For mer enn hundre år siden oppdaget medisinstudenten Oscar Raab at kombinasjonen av et 
kjemisk fargestoff og lys kunne føre til celledrap. Han antok at årsaken til dette var en 
energioverføring fra lyset til kjemikaliet, da hverken kjemikaliet eller lyset hadde samme 
effekt alene (39). Kjemikalier som har evnen til å absorbere lysenergi (fotoner) kalles 
fluorokromer. Den absorberte lysenergien kan overføre et elektron til et orbital med høyere 
energi, noe som gir et eksitert fluorokrom (40). Det eksiterte fluorokromet er ustabilt og kan 
emittere energien i form av fluorescens eller varme (41). PDT benytter lysaktiveringen av 
fotosensitive stoffer, kalt fotosensitizere (PS) i kombinasjon med oksygen for å danne ROS 
(42). 
 
En fotosensitizer er et flourokrom som kan absorbere lys ved bestemte bølgelengder. Dette 
fører til eksitering til singlett tilstand, 
1
P1. Denne energirike tilstanden er ustabil, og 
1
P1 vil gå 
tilbake til grunntilstand gjennom å avgi varme eller fluorescens, eller gjennomgå 
spinninversjon til triplett tilstand, 
3
P1. Triplett eksitert tilstand har en noe lengre levetid (µs vs 
ns) enn singlett eksitert tilstand, som gjør at den kan gjennomgå en av to fotokjemiske 
reaksjoner, type I og type II, eller avgi fosforescens for å returnere til grunntilstand (43). Ved 
type I fotokjemisk reaksjon går 
3
P1 tilbake til 
1
P0 gjennom elektronoverføring til et substrat, 
som danner frie radikaler. Frie radikaler kan reagere med oksygen og produsere ROS som 
hydrogenperoksid (H2O2), hydroksid (OH
-
) og superoksid anion (O2
-
). Ved type II 
fotokjemisk reaksjon dannes singlett oksygen, 
1
O2, via en energioverføringsprosess, der 
fotosensitizeren reagerer direkte med molekylært oksygen som eksiteres til singlett tilstand 
(figur 1.3) (43). Alle disse ROS kan forårsake skader på vitale deler av en celle. 
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Figur 1.3: Forenklet Jablonski-diagram. Fotosensitizeren i grunntilsand (
1
P0) vil ved bestråling av lys med en 
bestemt bølgelengde eksiteres til singlett tilstand (
1
P1). Ved spinninversjon til triplett tilstand kan fotosensitizer 
gjennomgå type I eller type II fotokjemisk reaksjon. Modifisert figur fra (44). 
 
Singlett oksygen antas å være den primære cytotoksiske forbindelsen (ROS) som er involvert 
i fotokjemisk skade i biologiske system (43, 45). Singlett oksygen reagerer raskt med 
umettede membranlipider og kolesterol, og denne reaksjonen danner lipidhydroperoksider. 
Lipidperoksidering er svært skadelig for cellenes membranstruktur og –funksjon, og vil 
hemme cellenes evne til å opprettholde vesikkelmembraner (45, 46). Levetiden til singlett 
oksygen avhenger av det molekylære mikromiljøet, og blir kortet ned i hydrofile miljø. Det er 
derfor avgjørende for den fotodynamiske skade-effekten at fotosensitizeren er godt integrert i 
den hydrofobe delen av membranen (45). 
 
Fotosensitizere egnet til fotodynamisk terapi bør være stabile, kjemisk rene forbindelser med 
evne til å danne singlett oksygen. De bør ikke være cytotoksiske i mørke, og bør kunne 
absorbere rødt lys ( 620-750 nm) da lys med høyere bølgelengder penetrerer dypere i vevet. 
For å oppnå spesifisitet burde fotosensitizeren klareres raskt fra normalvevet, og akkumuleres 
i tumorvev (41). De fleste fotosensitizere som benyttes klinisk eller eksperimentelt er 
porfyriner eller kloriner (45). Kloriner er en del av porfyrinfamilien av fotosensitizere, og er 
basert på porfyrinstrukturen, med unntak av en enkelt mettet dobbeltbinding. Fotosensitizeren 
TPCS2a er syntetisk fremstilt fra en fotokjemisk reduksjon av TPPS2a (figur 1.4) (47). Kloriner 
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Figur 1.4: Strukturene til fotosensitizerene TPPS2a og TPCS2a som benyttes innen PCI. TPPS2a er et porfyrin og 
TPCS2a er et klorin.  Modifisert fra (42) og (45) . 
 
Det har blitt vist at fotosensitizere fortrinnsvis vil akkumuleres i tumorvev (42). Mekanismen 
bak akkumulering av fotosensitizere i tumorvev har bakgrunn i flere faktorer, der egenskaper 
til kreftsvulster bidrar til at fotosensitizere akkumulerer i tumor. Lipoproteiner er viktige 
bærere av lipofile porfyriner i blodomløpet. Kreftceller er hurtig prolifererende celler og har 
økt behov for kolesterol for biosyntese av plasmamembraner. Oppregulering av low density 
lipoprotein (LDL) –reseptor kan tenkes å påvirke akkumulering av fotosensitizere til 
tumorvev (48). I tillegg er vaskulaturen til kreftsvulster lekk, og generelt alt som er i 
blodsystemet kan passere gjennom endotelet. Lipofile PS vil derfor binde seg til 
plasmamembranen til kreftcellene og tas opp og beholdes i cellene over lengre tid (flere 
dager). I tillegg er lymfedrenasjen til tumor dårlig, noe som svekker tumors evne til å vaske ut 
den ekstracellulære matriks. En annen forklaring for økt akkumulering av PS kan skyldes at 
tumorer har høyere nivå av makrofager som endocyterer og holder på lipofile PS over flere 
dager (48) . 
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1.6.2 Fotokjemisk internalisering (PCI) 
 
Makromolekyler utviklet til kreftterapi utøver ofte sin effekt intracellulært. Et stort hinder for 
disse medikamentene er penetrering av plasmamembranen (47). Plasmamembranen er ikke 
permeabel for molekyler større enn 1 kDa. Makromolekyler større enn 1 kDa kan tas opp i 
cellene gjennom en prosess som kalles endocytose. Gjennom denne transportmekanismen 
fanges og lagres markomolekylene i endolysosomale vesikler og utsettes for enzymatisk 
degradering (49). Fotokjemisk internalisering (PCI) er en metode som er utviklet for å 
overkomme dette hinderet (42). Prinsippet for fotokjemisk internalisering er bygget på 
fotodynamisk terapi. Ved PCI benyttes den fototoksiske effekten fra PDT til å introdusere 
markomolekyler til cytosol. Ved PCI benyttes fotosensitizere som er amfifile, det vil si at de 
har en hydrofob og en hydrofil del. Fotosensitizeren vil inkorporeres i plasmamembranen og 
bli tatt opp ved endocytose. Makromolekyler introduseres sammen med fotosensitizer som 
ko-lokaliseres i endocytiske vesikler. Lysaktivering av fotosensitizeren fører til dannelse av 
ROS som fører til lipidperosidering og membranruptur i de endocytiske vesiklene slik at 
makromolekylene kan frigjøres og utføre sin effekt i cytosol (figur 1.5) (49).   
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1         2 
    
3         4 
    
Figur 1.5: Skjematisk fremstilling av PCI. 1) Fotosensitizer (S) og terapeutisk makromolekyl (D) tilføres 
målceller. 2) Fotosensitizer vil inkorporeres i cellemembranen og tas opp sammen med makromolekyl ved 
endocytose. 3) Ved lyseksponering vil reaktive oksygenforbindelser føre til membranruptur. 4) Terapeutisk 
makromolekyl frigjøres til cytosol og kan utøve sin effekt (Target/T) (50).  
 
 
1.7 Makromolekyler og internalisering 
 
1.7.1 Ribosom-inaktiverende proteiner 
 
Ribosom-inaktiverende proteiner (RIP) er en gruppe protein-toksiner som irreversibelt 
hemmer proteinsyntesen ved å fjerne en eller flere adeninfragmenter fra ribosomalt RNA 
(rRNA). Slike toksiner fra planter og bakterier er et av naturens mest potente cytotoksiske 
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midler. Ribosom-inaktiverende proteiner er utbredt i planteriket, og ble først oppdaget i 
planten Ricinus communis da proteinet ricin ble isolert og karakterisert (51). Proteinene 
kategoriseres i to hovedgrupper, type I og type II. Type I RIP består av en enkel peptidkjede 
på omlag 30 kDa. Type II RIP består av to ulike peptidkjeder, en enzymatisk aktiv A-kjede, 
lik type I RIP, som gjennom disulfidbindinger er linket sammen med en noe større B-kjede (≈ 
35 kDa) som utgjør den funksjonelle forskjellen på type I og type II (figur 1.6) (52). B-kjeden 
er en lektinkjede som binder seg til cellemembranen, slik at type II RIP tas opp gjennom 
reseptormediert endocytose (51). På innsiden av cellene vil type II RIP følge en retrograd 
transportvei gjennom endosomene eller golgiapparatet til endoplasmatisk retikulum, og derfra 
ut til cytosol (53), eller fra sorterende endosomer til lysosomer der de i all hovedsak vil 
degraderes, eller bli utstøtt av cellene. Ulikheter i destinasjonene til RIP vil kunne påvirke 
cytotoksisteten (52). Saporin er en type I RIP fra såpeurten Saponaria offincinalis. Type I RIP 
er mindre cytotoksiske da de har vanskeligheter med å internaliseres i celler, imidlertid vil de 
bli svært cytotoksiske dersom de linkes til antistoff som kan bindes til cellene (52). Det er vist 












RIP-toksiner, eller andre cytotoksiske forbindelser, kan konjugeres sammen med monoklonale 
antistoffer (mAb) for produksjon av målrettede cellegifter. Slike konjugat kalles gjerne for 
immuntoksiner (IT) (55). IT er designet for å binde seg til spesifikke epitoper på kreftceller og 
bli tatt opp av disse cellene gjennom reseptor-mediert endocytose (RME). Immuntoksinets 
affinintet til antigenet er avgjørende, og påvirker immuntoksinets evne til å drepe målcellen 
(55). 
 
Muligheten for å målrettet angripe kreftceller ved bruk av IT vil teoretisk kunne minimere at 
normale celler blir angrepet, noe som vil gi færre bivirkninger. Det finnes imidlertid flere 
begrensninger ved bruk av IT in vivo. Dannelse av nøytraliserende antistoffer kan forekomme 
om lag to uker etter behandling (56). Det er også flere faktorer som hindrer levering av IT til 
tumor (55), blant annet abnormale blodårer omkring tumor og et manglende funksjonelt 
lymfesystem som fører til forhøyet trykk i tumor. IT må dermed komme frem til tumor 
gjennom diffusjon, som er en langsom og ineffektiv prosess, og som påvirkes av sterisk 
hindring på grunn av immuntoksinets store størrelse. Normale celler, som endotelceller, vil 
dermed eksponeres for IT som kan bli tatt opp gjennom pinocytose (55). Størrelsen til IT kan 
imidlertid reduseres gjennom produksjon av rekombinante IT (57).  
 
 
1.7.3 Internalisering av immuntoksiner 
 
Store og/eller polare makromolekyler kan tas opp i celler gjennom endocytose. Endocytose er 
en prosess der celler aktivt tar opp næring, makromolekyler og reseptorer ved at 
cellemembranen trekker seg innover og danner vesikler (58). Vesiklene internaliseres og 
transporterer molekyler og ekstracellulær væske inn i cellene. Ved ligandbinding av reseptor 
får man reseptormediert endocytose. Dersom makromolekyler tas opp i væskefase, uten 
reseptor-binding, kalles det for væskefase endocytose eller pinocytose, og gir uspesifikt 
opptak av molekyler. Den vesentlige forskjellen mellom endocytose med og uten reseptor-
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binding er at reseptormediert endocytose har en betydelig raskere internalisering (58). 
clathrin-avhengig endocytose er en vanligste formen for endocytose. Makromolekyler som tas 
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2. Materialer og metoder 
 
2.1 Cellelinjer og dyrkingsmedium 
 
2.1.1 Cellelinjer  
 
I denne oppgaven ble det benyttet syv ulike cellelinjer (tabell 2.1). Cellelinjene BxPC3 
(ATCC nr: CRL-1687), WiDr (ATCC nr: CCL-218), DU-145 (ATCC nr: HTB-81) og LNCaP 
(ATCC nr: CRL-1740) ble benyttet for CD44-targeting. Cellelinjene SW872 (ATCC nr: 
HTB92), SA-4 (ATCC nr: CRL-7938 (ikke lenger tilgjengelig i ATCCs cellebank)) og T778 
ble benyttet for CD90-targeting. Disse liposarkomcellelinjene fikk vi utdelt fra Seksjon for 
tumorbiologi, Professor Ola Myklebosts gruppe, Institutt for kreftforskning, 
Radiumhospitalet. Arbeid med celler i kultur har blitt utført i sterile omgivelser i LAF-benk. 
 
Tabell 2.1: Oversikt over cellelinjer benyttet i oppgaven. 
Cellelinje Opprinnelse Organ Celletype Celleoverflate-
markør 
BxPC3 Human Pankreas  Adenokarsinom CD44 
WiDr Human Colon  Adenokarsinom CD44 
DU-145 Human Prostata  Karsinom CD44 
LNCaP Human Prostata Karsinom CD44 negativ   
kontroll 
SW872 Human Bindevev Liposarkom CD90 
T778 Human Bindevev Liposarkom CD90 









Alle cellelinjene ble dyrket i RPMI 1640 Medium (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) som 
ble tilsatt 10% Føtalt bovintserum (FBS) (PAA Laboratories, Pasching, Austria), 100 µg/ml 
streptomycin og 100 U/ml penicillin (Sigma). Cellelinjene ble dyrket i monolag i 75 cm
2
 
vevskulturflasker (Nunclon, Nunc, , Roskilde, Danmark) i inkubator ved 37°C og 5 % v/v 
CO2.  
 




De ulike cellelinjene har ulik vekstratio, men alle cellelinjene vil gjennomgå tre vekstfaser. I 
lag-fasen vil cellene feste seg til bunnen av vevskulturflasken før de begynner å proliferere 
eksponentielt i log-fasen helt til vekstkurven flater ut (platåfasen) hvor cellekulturen når 
konfluens. Cellene trives ikke ved konfluens, og blir derfor splittet når vevskulturflaskene er 
rundt 70 -80 % konfluente. 
 
For å kunne omsette cellene må de løses fra vevskulturflasken. Det finnes flere måter å gjøre 
dette på. For cellelinjen LNCaP ble det tilsatt Accutase
®
 (Sigma). For de resterende 
cellelinjene ble cellene løsnet ved å tilsette trypsin (Sigma). Trypsin er en serin endopeptidase 
som katalyserer spalting av peptidbindinger (59). Trypsinet vil kløyve bindingene mellom 
cellene og bunnen på vevskulturflasken slik at cellene løsner. Accutase er en patentert løsning 
som inneholder proteolytiske og kollagenolytiske enzymer som løsner celler i monolag. 
Accutase er kjent å være mindre skadelig mot overflateproteiner enn trypsin, og egner seg 








1. Fosfatbufret saltvann (PBS) (PAA Laboratories) og trypsin (Sigma) ble forvarmet ca 
15 min i vannbad ved 37 °C.  
 
2. Mediet i vevskulturflaskene ble sugd vekk. Det ble tilsatt 2 ml PBS for å vaske bort 
resterende medium. PBS ble sugd vekk og det ble tilsatt 2 ml trypsin. For cellelinjen 
LNCaP ble det benyttet 2 ml Accutase
®
 for å løsne cellene. 
 
3. Vevskulturflaskene (Nunc) ble plassert i inkubator i 2-5 minutter til cellene var løsnet 
fra bunnen. Det ble deretter tilsatt 8 ml medium for å inaktivere trypsinet. 
 
4. Cellesuspensjonen ble blandet godt mot flaskeveggen med en 10 ml engangspipette. 
Ønsket mengde cellesuspensjon, avhengig av cellenes vekst, ble overført til ny 




Før eksperimentelle forsøk på de ulike cellelinjene ble cellekonsentrasjonen bestemt ved å 
telle cellene i et KOVA Glasstic® tellekammer (Hycor Biomedical, California, USA) under 
mikroskop. Tellekammeret inneholder ni store ruter, med ni mindre ruter innvendig. Hver 
store rute har et volum på 0,1 µl. Tre store ruter ble telt, og gjennomsnittet av disse ble 
multiplisert med 10
4




1. Vevskulturflaskene med celler ble først trypsinert (se kap. 2.2.1) og tilsatt medium. 
Cellesuspensjonen ble godt blandet med vortex og 10 µl ble overført til et KOVA 
Glasstic® tellekammer (Hycor).  
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2. Det ble telt tre diagonale ruter og cellekonsentrasjonen ble beregnet i antall celler/ml. 
 
2.3 PDT og PCI 
 
2.3.1 Fotosensitizer og lyskilde 
 
Meso-tetrafenylklorin disulfonat   (TPCS2a, Amphinex™, PCI Biotech AS, Lysaker, Norge) 
er en fotosensitizer som tas opp i endocytiske vesikler. På bakgrunn av sine amfifile 
egenskaper vil TPCS2a inkorporeres i cellulære membraner, noe som gjør denne 
fotosensitizeren egnet for PCI (47). TPCS2a ble benyttet som fotosensitizer i alle PDT- og 
PCI-forsøkene i denne oppgaven. Alt arbeid med fotosensitizer og andre lysømfintlige stoffer 
ble utført under lysbeskyttende omgivelser. TPCS2a har to eksitasjonstopper (figur 2.1). Ved 
lyseksponering in vitro i denne oppgaven ble den første eksitasjonstoppen (ca. 420nm) 
benyttet, dvs. blått lys. Den andre eksitasjonstoppen absorberer lys i et såkalt optisk vindu 
(650 nm) dvs. rødt lys, som er gunstig for in vivo PCI-behandling siden rødt lys penetrer 
dypere i vev en lys med kortere bølgelengder (47). Konsentrasjonen av TPCS2a som ble 
benyttet i denne oppgaven var 0,35 eller 0,4 µg/ml. Stock-løsningen (0,4 mg/ml) ble 
oppbevart ved 4°C i lysbeskyttet flaske. Konsentrasjonen av TPCS2a ble valgt på bakgrunn av 
innledende forsøk, eller erfaringer fra gruppen.  
 
 
Figur 2.1: Absorbsjonsspekter for TPCS2a. Modifisert fra (47) 
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Lyskilden som ble benyttet under PDT- og PCI-forsøkene var lampen Lumisource® (PCI 
Biotech AS, Oslo, Norge). Lumisource® består av fire 18 W Osram L 18/67 standard lysrør 
og har et belysningsområde på 45 x 17 cm. Lampen er designet for å belyse celler in vitro 
med en optimalisert homogen lysspredning. Lampen beskytter cellene mot hypertermi 
gjennom avkjøling under belysning. Lyskilden gir et blått lys med emisjonsmaksimum på ca. 
435 nm (61).  
 
2.3.2 Cellekonsentrasjoner for PDT og PCI 
 
Celler ble sådd ut i 96-brønnersbrett eller 6-brønnersbrett (Nunc). Cellekonsentrasjoner ble 
valgt på bakgrunn av tidligere erfaringer fra cellelinjene, og innledende tetthetsforsøk der det 
ble målt optisk tetthet (OD) på ubehandlede celler. Cellekonsentrasjonen som ble valgt 
varierte for de ulike cellelinjene (tabell 2.2).  
 
Tabell 2.2: Oversikt over cellekonsentrasjoner som ble sådd ut for PCI-forsøk. Viabilitetsforsøk ble utført etter 










BxPC3 5000 celler/brønn 100 µl /brønn - - 
WiDr 3000 celler/brønn 100 µl /brønn 500 celler/brønn 2 ml/brønn 
DU-145 2500 celler/brønn 100 µl /brønn 200 celler/brønn 2 ml/brønn 
LNCaP 8000 celler/brønn 100 µl /brønn - - 
SW872 5000 celler/brønn 100 µl /brønn - - 
T778 2500 celler/brønn 100 µl /brønn - - 
SA-4 8000 celler/brønn 100 µl /brønn - - 
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1. Celler ble sådd ut i 96-brønnersbrett eller 6-brønnersbrett (Nunc) i bestemte 
cellekonsentrasjoner (Tabell 2.2). For cellelinjen LNCaP ble 96-brønnersbrettene 
forbehandlet med poly-L-lysin (Sigma) da denne cellelinjen festet seg dårligere til 
brønnene (prosedyre nedenfor). 
 
2. Cellene ble inkubert i ett døgn i varmeskap slik at de skulle feste seg godt i brønnene. 
Mediet i brønnene ble fjernet, og det ble tilsatt 50 µl TPCS2a per brønn i 96-
brønnersbrett, og 1 ml per brønn i 6-brønnerbrett. 
 
3. Brettene ble inkubert 18 timer før brønnene ble vasket to ganger med 50 µl medium, 
og tilsatt 100 µl nytt medium til slutt. Brettene ble deretter satt tilbake i inkubator for 
fire timer chase. 
  
4. Etter fire timer med chase ble cellene belyst med Lumisource® (PCI Biotech). 
 
Prosedyre for forbehandling med poly-L-lysin 
 
1. 30 µl poly-L-lysin (Sigma) ble tilsatt per brønn i 96-brønnersbrett, og brettene fikk stå 
i LAF-benk i to timer. 
 
2. Brønnene ble vasket to ganger med 100 µl PBS (PAA Laboratories) 
 
3. Brettene ble deretter stående i LAF-benk uten lokk ca 4 timer for å tørke, eller plassert 
i inkubator over natt. 
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2.3.4 PCI-behandling in vitro 
 
PCI-behandling benytter prinippet for PDT for å frigjøre makromolekyler til cytosol (42). 
Makromolekylene som er benyttet i denne oppgaven er proteintoksinet saporin og saporin-
inneholdende immuntoksiner (se 2.3.6). Prosedyren for PCI-behandling er lik prosedyren for 
PDT-behandling (2.3.3), med unntak av makromolekylet som tilsettes sammen med TPCS2a 
for inkubering i normalt 18 timer. 
 
2.3.5 Selektivitetsforsøk av CD90 antistoff ved PCI 
 
Det ble utført forsøk med overskudd av ukonjugert antistoff for å hemme opptak av 
immuntoksinet. Dette ble gjort for å påvise at antistoffet binder seg spesifikt til reseptor, og at 
det er denne bindingen mellom OX7-SAP og reseptor som fører til effektivt opptak og 




1. Celler ble sådd ut i 96-brønnersbrett og plassert i inkubator i ett døgn slik at de fikk 
festet seg til bunnen av brønnene.  
 
2. Det ble tilsatt 825 nM OX7 (Advanced Targeting Systems (ATS), San Diego, 
California, USA) i tre av brønnene, tilsvarende 100 ganger overskudd av antistoff, 
som ble inkubert i 30 minutter.  
 
3. Overskuddet med antistoff ble ikke fjernet fra de tre brønnene, men det ble tilsatt 
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2.3.6 Makromolekyler for PCI-behandling  
 
Streptavidin er et symmetrisk tetramer med fire bindingsseter for biotin. Streptavidin-biotin-
bindingen er den sterkeste ikke-kovalente biologiske bindingen som er kjent, og består av 
mange hydrogenbindinger, samt van der Waals interaksjoner (62). Denne sterke bindingen ble 
benyttet for å danne immuntoksiner for PCI behandling med immuntoksin mot CD44. 
Streptavidin-ZAP (ATS) er et kjemisk konjugat av det ribosom-inaktiverende proteinet 
saporin og streptavidin, med en molekylvekt på 128 kDa. Streptavidin-ZAP (Strep-ZAP) (2,4 
mg/ml)  ble blandet sammen med et biotinylert monoklonalt antistoff (mAb) fra mus, anti-
human CD44  (klon IM7) (BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ, USA) for dannelsen av 
immuntoksin mot CD44, kalt IM7-SAP. Konsentrasjonen av Strep-ZAP ble omregnet til 
molar, og fortynnet i allikvoter på 200 nanomolar (nM) som ble oppbevart ved  -20 °C. CD44 
mAb ble oppbevart ved 2- 8 °C.  
 
Konsentrasjonen av markomolekyler som ble benyttet under forsøkene ble funnet ved 
innledende forsøk med konsentrasjonsgradienter, eller etter tidligere erfaring fra gruppen. For 
Ab-kontroll ble det benyttet fire ganger høyere konsentrasjon ettersom immuntoksinet binder 
fire antistoff per molekyl i streptavidin-biotin-bindingen. For oppsett og tilsetting av 
makromolekyler til PCI-behandling mot CD44 overflatemarkør, se tabell 2.3.  
 
Tabell 2.3: Oversikt over PDT/PCI- behandling for targeting av CD44 overflatemarkør. NT= no treatment 
kontroll. 
 TPCS2a Strep-ZAP IM7 
NT - - - 
PDT + - - 
PCI + + - 
PCI IT + + + 
SAP Ktr - + - 
IT Ktr - + + 
Ab Ktr - - + 
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For målrettet angrep av CD90 med immuntoksin ble det hovedsaklig benyttet et kit fra ATS 
som inkluderte immuntoksinet OX7-SAP (1,3 mg/ml), toksinet saporin SAP-25 (1,0 mg/ml) 
og ukonjugert antistoff OX7 (1,55 mg/ml) til kontroll. To av de første forsøkene med CD90-
targeting ble utført med strep-ZAP og anti-human CD90 (Thy-1) biotin (klon 5E10) (BD 
Bioscience) på samme måte som ved CD44 targeting. For oppsett og tilsetting av de ulike 
stoffene, se tabell 2.4.  
 
Tabell 2.4: Oversikt over PDT/PCI- behandling for targeting av CD90 overflatemarkør.   
 TPCS2a OX7-SAP SAP-25 Strep-ZAP 5E10 OX7 
NT - - - - - - 
PDT + - - - - - 
PCI  + - + (*) - - 
PCI IT + + - (*) (*) - 
SAP Ktr - - + (*) - - 
IT Ktr - + - (*) (*) - 
Ab Ktr - - - - (*) + 
*Strep-ZAP + Biotinylert AbCD90 (5E10)  
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2.4 Celleviabilitet og cytotoksisitets-assay 
 
Det ble benyttet to ulike metoder for å teste henholdsvis celleviabilitet og cytoksisitet etter 
PCI-forsøk. 3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-defenyltetrazolium bromid (MTT) assay ble utført 
for alle cellelinjene. Klonogen overlevelse ble utført for cellelinjene som var i stand til å 
danne kolonier. 
 
2.4.1 MTT  
 
De fleste levende celler har en relativt konstant mitokondriell aktivitet når det er tilgang til 
oksygen. Prinsippet for MTT-metoden tar utgangspunkt i cellenes mitokondrielle aktivitet 
som et indirekte mål på overlevelse/viabilitet, og benyttes ofte in vitro for å teste sensitivitet 
for nye medikamenter (63). MTT  omdannes til formazankrystaller i mitokondriene til 
levende celler. Formazankrystallene kan løses opp med hjelp av ulike løsemidler som 
metanol, etanol og dimetyl sulfoksid (DMSO) (63). I denne oppgaven ble det brukt DMSO. 




1. MTT-assay ble gjennomført 48–120 timer etter lyseksponering, avhengig av cellelinje. 
 
2. Mediet i brønnene ble sugd av, og det ble tilsatt 0,25 mg/ml MTT-løsning (Sigma) i 
hver brønn. Det ble i tillegg tilsatt MTT-løsning i åtte brønner uten celler for måling 
av blank.  
 
3. Brettene ble plassert i inkubator i 2-4 timer avhengig av observervasjon av klar lilla 
krystalldannelse i ubehandlede kontrollceller. 
 
4. MTT-løsningen ble sugd av og brønnene ble tilsatt 100 µl DMSO for å løse opp 
formazankrystallene.  
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5. Brettene ble satt på en platerister (Titramax 101, Heidolph Instruments, Schwabach, 
Tyskland) i ca. 15 minutter før absorbansen ble målt ved bruk av PowerWave XS2 
spektrofotometer (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA). Absorbansen ble målt 
ved 570 nm. 
 
6. Optisk tetthet på ubehandlede celler ble sammenlignet med optisk tetthet på 
behandlede celler for å se på den relative viabiliteten. Absorbansen i blankprøvene ble 
trukket fra alle prøvene for å gi den reelle MTT-aktiviteten. 
 
2.4.2 Klonogen overlevelse 
 
Klonogen overlevelse er en metode som måler prolifererende egenskaper til enkeltceller 
gjennom cellenes evne til å danne kolonier (64). Klonogen overlevelse er allment ansett som 
det mest pålitelige assayet for måling av in vitro cytotoksisitet, da metoden måler cytotoksisk 
respons i stedet for reduksjon i celleviabilitet. Dette minsker usikkerheten som kan foreligge 
ved mer kortsiktige viabilitets-assays, som MTT. Assays som måler nedsatt celleviabilitet kort 
tid etter behandling vil ikke kunne ta høyde for reversible skader og proliferasjon av resistente 
celler. I tillegg kan slike metoder underestimere cytotoksisitet da døende celler også kan ha 




1. Etter PCI-behandling ble 6-brønnersbrettene (Nunc) inkubert i varmeskap i 10-14 
dager. Nytt medium ble tilsatt to ganger i uken.  
 
2. Når koloniene var store nok til å telles ble mediet fjernet og brønnene vasket med 1 ml 
NaCl (9 mg/ml). Koloniene ble deretter fiksert med 1 ml absolutt alkohol (96 % 
etanol) i 10 minutter. Etter fiksering ble koloniene farget med 1 ml metylblått-løsning 
(Sigma) i fem minutter.  
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3. Brønnene ble vasket forsiktig med vann og satt til lufttørking. Etter at 6-
brønnersbrettene var tørket ble koloniene telt manuelt med et forstørrelsesglass og en 
eCount
TM
 Colony Counter (Heathrow Scientific LLC, Illinois, USA). Kolonidannelse 
etter behandling ble beregnet ut fra kontrollen med ubehandlede celler. 
 
  






Fluorescensmikroskopi er en metode som benyttes for å detektere fluorescerende stoffer i 
celler. Metoden benyttes som oftest for å detektere spesifikke proteiner eller andre molekyler 
(65). Oppbyggingen av et fluorescensmikroskop er illustrert i figur 2.2. Metoden ble benyttet 
for å visualisere opptaket av fotosensitizeren TPCS2a og internalisering av overflatemarkørene 
CD44 og CD90. 
 
 
Figur 2.2: Skjematisk oppbygging av et fluorescensmikroskop. Lyskilden filtreres av et eksitasjonsfilter som 
bare slipper gjennom lys med den spesifikke bølgelengden som kan eksitere fluorokromet i prøven. Det andre 
filteret er et emisjonsfilter som kun slipper gjennom lys med bølgelengden fra det emiterte lyset fra prøven. 
Mellom disse filtrene er det et dikroid speil som reflekterer bølgelengder i eksitasjonsspektret og passerer 
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1. Celler ble sådd ut i 4 brønnersbrett (Nunc) med en cellekonsentrasjon på 50 000 celler 
per brønn. I hver brønn var det på forhånd tilsatt ett dekkglass (Assistent, 
Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co KG, Sondheim, Tyskland).   
 
2. Cellene ble inkubert i omlag 48 timer for å feste seg til dekkglasset. Mediet ble fjernet 
og cellene ble inkubert med 1 µg/ml TPCS2a i 300 µl medium for intracellulær 
deteksjon av fotosensitizer. 0,5 µg/ml OX7 og 2 µg/ml Strept-ALEXA488 ble blandet 
sammen (OX7-Alexa488) og tilsatt cellene for intracellulær deteksjon av CD90 
reseptor. 0,5 µg/ml IM7 og 2 µg/ml Strep-Alexa488 ble blandet sammen (IM7-
Alexa488) og tilsatt cellene for intracellulær deteksjon av CD44 reseptor.  
 
3. Etter 18 timer inkubasjon ble cellene vasket to ganger med 0,5 ml medium, og tilsatt 
0,5 ml nytt medium til slutt. Cellene ble deretter inkubert 4 timer i inkubator. Dette ble 
gjort for å fjerne fotosensitizer fra cellemembranen. 
 
4. Cellene ble vasket med iskald PBS tilsatt Ca2+ og Mg2+ (Life Technologies, Carlsbad, 
CA, USA), og dekkglassene ble plassert på objektglass (Menzel-Gläser, Gerhard 
Menzel GmbH, Braunschweig, Tyskland) for mikroskopering. 
 
5. Det ble benyttet et Axioimager Z1ApoTome Mikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen, 
Germany) med 63x olje immersjonsfilter for intracellulær deteksjon av fotosensitizer 
og fluorescensmerket CD44 og CD90 Ab. Eksitasjonsfilter for fotosensitizer: 395-440 
nm, dikromatisk speil: 460 nm og et 650 nm langpass emisjonsfilter. Et 470 nm  
eksitasjonsfilter, dikromatisk speil 495 nm, og et 525 nm emisjonsfilter ble benyttet 
for deteksjon av Alexa488-merket mAb mot CD44 og CD90. For fluorescens- og 
fasekontrastbilder ble det benyttet et CCD-kamera (Astromed 3200, Astromed, 
Cambridge, UK). Bildeanalyse ble utført med Axiovision Software (Carls Zeiss). 
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Blokkering av overflatemarkøren CD90 med overskudd av antistoff 
 
Cellelinjen T778 ble inkubert med et overskudd av ukonjugert OX7 Ab før mikroskopering 
for å vise at dette ville hindre internalisering av biotinylert OX7 Ab og streptavidin Alexa488 
ved utkonkurrering av reseptorsetene. Dette ble utført for å illustrere at opptaket av CD90-




1. Cellelinjen T778 ble sådd ut med en cellekonsentrasjon på 50 000 celler per brønn på 
dekkglass i 4-brønnersbrett, og inkubert i 48 timer i varmeskap.  
 
2. Det ble tilsatt 1 µg/ml TPCS2a 
 
3. Etter 18 timer inkubasjon ble brønnene vasket tre ganger med 300 µl medium.  
 
4. Det ble tilsatt  78 µg/ml OX7 (Anti Thy-1) mus mAb (1,55 mg/ml) (ATS), som ble 
inkubert 30 minutter i varmeskap. 
 
5. Det ble deretter tilsatt 0,75 µg/ml anti-OX7-Biotin (1,5 mg/ml) (ATS) og 2 µg/ml 
Streptavidin Alexa Fluor 488 konjugat (2 mg/ml) (Life Technologies).  
 
6. Cellene ble inkubert i 3,5 timer, og deretter vasket i kald PBS med Ca2+ og Mg2+ (for å 








Ved vanlig fluorescensmikroskopi (epi-fluorescensmikroskopi) vil hele prøvematerialet bli 
belyst og visualisert samtidig. Emitert lys fra prøven som ikke er i fokus vil danne 
bakgrunnsstøy. Konfokamikroskopi er en tredimensjonal mikroskoperingsmetode som omgår 
dette problemet gjennom et optisk system som fokuserer lyset til ett bestemt punkt i prøven. 
Eksitasjonslyset ved fluorescens konfokalmikroskopi stammer vanligvis fra en laser. 
Laserlyset passerer gjennom en snever blenderåpning (67). Fluorescens emiteres fra prøven 
og samles i en lysdetektor. Foran detektoren er det plassert en blenderåpning som ligger 
konfokal med blenderåpningen fra laserlyset (figur 2.3). Denne vil eliminere signal fra prøven 
som er ute av fokus (67). Konfokalmikroskopi ble benyttet for å detektere membranbinding 




Figur 2.3: konfokalmikroskopi. Bildet er modifisert fra (65). 
 
  




1. 50 000 celler ble sådd ut på dekkglass i 4-brønnersbrett på samme måte som ved 
fluorescensmikroskopi (se 2.5.1) 
 
2. Cellelinjen SA-4 ble inkubert med 2 µg/ml Streptavidin Alexa Fluor 488 konjugat 
(Life Technologies) og 1,5 µg/ml anti-OX7-Biotin (ATS).  
 
3. Etter 18 timer inkubasjon ble cellene vasket tre ganger med 300 µl medium. 
 
4. For cellelinjen T778 ble det tilsatt 2 µg/ml Streptavidin Alexa Fluor 488 konjugat og 
1,5 µg/ml anti-OX7-Biotin for å detektere membranbinding, og 2 µg/ml Hoechst 
33342 (Life Technologies) ble tilsatt i alle brønnene like før mikroskopering. 
 
5. Prøvene ble satt på is, beskyttet mot lys frem til mikroskopering.  
 
Prøvene ble mikroskopert med et Zeiss LSM 710 konfokalmikroskop (Carl Zeiss 
MicroImaging GmbH, Jena, Tyskland) utstyrt med en argon-laser multiline (458/488/514 
nm), en laserdiode 405-30 CW (405 nm), og emisjonsfilter for Alexa488 (493-552 nm) og 
Hoechst 33342 (425-493 nm). Dekkglass ble plassert i 35 mm glassbunns MatTek skåler 
(MatTek Corp. Ashland, MA, USA) og objektivet som ble benyttet var et Zeiss C-
Apochromat 63xNA/1.4 oljeimmersjon DICII. Bildeanalyse ble utført med programvaren 










Flowcytometri er en metode som kan måle fysiske og kjemiske egenskaper til enkeltceller i 
suspensjon. I et flowcytometer vil celler i suspensjon enkeltvis strømme gjennom et flow-
kammer. I moderne flowcytometre vil cellene strømme gjennom en lysstråle. Mange ulike 
målinger kan kan gjøres utfra størrelsen og formen på lysstrålen, og på fargestoffene som er 
brukt for å merke komponentene i eller på cellene (68). Flowcytometri ble benyttet for å måle 




1. Mediet i 75 cm2 vevskulturflaskene ble sugd av og cellene ble vasket med 10 ml PBS 
(PAA Laboratories). PBS ble sugd av og cellene ble løsnet ved å tilsette 2 ml 
Accutase
®
 (Sigma).  
 
2. Det ble tilsatt 10 ml medium (Sigma) og cellesuspensjonen ble overført til 15 ml 
falconrør. Rørene ble sentrifugert i tre minutter ved 1200 omdreininger per minutt 
(rpm) ved bruk av en Rottina 380 R sentrifuge (Hettlich Lab Technology, Tuttlingen, 
Tyskland).  
 
3. Supernatanten ble sugd av og cellene ble resuspendert i 2 ml medium. 
Cellesuspensjonen ble deretter filtrert gjennom et 5 ml rør med cellefiltreringskork 
(BD Falcon, CT, USA). Rørene ble igjen sentrifugert, og supernatanten sugd av.   
 
4. Cellene ble resuspendert i 600 µl medium. Fra cellesuspensjonen ble 100 µl overført 
til 5 ml flowrør (BD), to rør per cellelinje. Ett rør ble merket for fargede celler og ett 
rør ble merket for ufarget kontrollprøve. 
 
5. For analyse av CD44-ekspresjon ble det tilsatt 20 µl FITC mus anti-human CD44 
mAb (klon G44-26(C26)) per 10
6
 celler. For analyse av CD90-ekspresjon ble det 
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tilsatt 5 µl APC Mus Anti-Human CD90 (klon 5E10) per 10
6
 celler (begge fra BD 
Bioscience, Franklin Lakes, NJ, USA). 
 
6. Prøvene ble inkubert i 10 minutter i romtemperatur, beskyttet mot lys. Cellene ble 
deretter vasket med 2 ml medium (Sigma) for å fjerne overflødig fargestoff som ikke 
hadde bundet seg til reseptor. 2 ml medium ble tilsatt hvert rør som ble sentrifugert i 
tre minutter. Supernatanten ble sugd av, og vaskeprosedyren gjenntatt en gang. 
Prøvene ble oppbevart på is for å hindre reseptormediert opptak av fluorescensmerket 









3.1 Etablering av PCI-metoden 
 
Det ble utført innledende forsøk for etablering av PCI-metoden for de ulike cellelinjene. Av 
disse innledende forsøkene ble cellekonsentrasjonen som skulle benyttes til forsøk estimert 
ved tetthetsforsøk. Det ble også utført konsentrasjonsrekker av fotosensitizer og immuntoksin 
for å avgjøre hvilke konsentrasjoner som egnet seg for de ulike cellelinjene. Tetthetsforsøk 
ble utført for å finne hvilke cellekonsentrasjoner som skulle benyttes for MTT forsøk, og disse 
er oppsummert i tabell 2.2. Ulike cellekonsentrasjoner ble sådd ut i 96-brønnersbrett og 
absorbansen av ubehandlede celler (NT= no treatment) ble målt ved MTT-assay. Optisk 
tetthet bør rangere mellom 0,75 til 1,25 OD i ubehandlede celler for bruk av MTT og er  
viktig å etablere for å sikre at man jobber i et dynamisk område og for å forhindre metning av 
MTT-signalene (63). Basert på tetthetskurver ble optisk tetthet målt for cellelinjene BxPC3 og 
LNCaP (figur V.1), samt SA-4 og T778 (figur V.2). I tillegg ble konsentrasjonen av 
fotosensitizer og immuntoksin målt gjennom konsentrasjonsrekker for optimalisering av 
metoden (figur V.3 og V.4). For cellelinjer som var benyttet tidligere i gruppen, og der disse 
faktorene allerede var kjent ble det ikke utført innledende forsøk. 
 
3.2 Ekspresjon av CD44 antigen 
 
Cellelinjene som skulle behandles med PCI av immuntoksin rettet mot overflatemarkøren 
CD44 ble analysert for ekspresjon av CD44. Ekspresjon av CD44 ble analysert ved 
flowcytometri etter inkubering med fluorescensmerket antistoff på cellelinjene LNCaP, WiDr 
og DU-145 (figur 3.1). Median fluorescensintensitet for ufargede kontrollceller og fargede 
celler i cellelinjen LNCaP viste liten endring fra henholdsvis 246 til 257. LNCaP ble på 
bakgrunn av dette benyttet som negativ kontroll for målrettet angrep på CD44. WiDr og DU-
145 viste begge et høyt uttrykk av markøren, med en endring av median fluorescensintensitet 
fra 186 til 10 986 for WiDr-celler og fra 252 til 21 149 for DU-145. Cellelinjen BxPC3 har 
tidligere vist å være positiv for CD44-ekspresjon (69), og ble ikke analysert i dette 
eksperimentet. 
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Figur 3.1: Ekspresjon av CD44. LNCaP, WiDr og DU-145 ble farget med FITC anti-human CD44 mAb (G44-
26 (C26)) og analysert ved flowcytometri for ekspresjon av overflatemarkøren CD44. Forsøket er utført en gang. 
 
 
3.3 PCI med IT mot CD44 
 
3.3.1 Celleviabilitet etter PCI-behandling med IT mot CD44 
 
Cellelinjene LNCaP, BxPC3, WiDr og DU-145 ble behandlet med PCI av IT mot CD44, og 
celleviabilitetet etter behandling ble analysert med MTT-assay (figur 3.2). 
Fotosensitizerkonsentrasjonen som ble benyttet var 0,4 µg/ml for LNCaP, WiDr og DU-145, 
og 0,35 µg/ml for cellelinjen BxPC3. Alle cellelinjene ble inkubert med samme konsentrasjon 
av saporin og immuntoksinet IM7-SAP (0,825 nM). Resultatene fra målrettet PCI-behandling 
med IT mot CD44 er vist i figur 3.2. Tap av celleviabilitet er beregnet i prosent i forhold til 
ubehandlede celler. 
 
Resultatene viser at den cytotoksiske effekten av PDT alene er veldig varierende i de ulike 
cellelinjene. LNCaP ble benyttet som negativ kontroll da denne cellelinjen viste svært liten 
forskjell i fluorescensintensitet mellom ufarget og farget prøve ved flowcytometri. LNCaP-
cellene responderte effektivt på PDT og PCI-behandling, med 100 % tap av viabilitet etter 
henholdsvis 180 og 150 sekunder lyseksponering. Det ble ikke detektert forskjell i cytotoksisk 
respons ved PCI av saporin og PCI med IT (figur 3.2A). Den cytotoksiste effekten av PDT på 
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cellelinjen BxPC3 viste omlag 30 % tap av celleviabilitet, men PCI av saporin gav ingen eller 
liten økt effekt. Ved PCI-behandling med IT økte den cytotoksiske effekten og viste mer enn 
90 % tap av viabilitet etter 180 sekunder lyseksponering (figur 3.2B). Cellelinjen DU-145 
viste høyest grad av ekspresjon av overflatemarkøren CD44 ved flowcytometri. Cellene viser 
liten cytotoksis respons mot PDT og PCI av saporin, men svært effektiv celledrap ved bruk av 
PCI av IT med 100 % tap av celleviabilitet ved 150 sekunder lyseksponering (figur 3.2C). For 
cellelinjen WiDr viser PDT og PCI av saporin sterk cytotoksisk respons. Ved PCI av IT er 
cytotoksisiteten økt signifikant etter 60 og 90 sekunder lyseksponering (figur 3.2D). 
 
A                        B 
 
C         D 
 
Figur 3.2: Celleviabilitet etter PCI-behandling med IT mot CD44 for cellelinjene A) LNCaP, B) BxPC3, C) DU-
145 og D) WiDr. Figurene viser et representativt resultat fra reproduserte forsøk. Standardavviket (SD) fra tre 
paralleller er beregnet og ført på grafene. * indikerer p = 0,001. 
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Det ble tatt med ulike kontroller for å vise spesifikk cytotoksisitet av behandlingen. «SAP 
Ktr» er kontroll av strep-ZAP i medium uten tilsatt TPCS2a, og viser lav cytotoksisitet alene 
og i kombinasjon med lyseksponering i alle forsøkene. Det samme gjelder for kontrollen av 
immuntoksinet. Kontrollen for antistoffet IM7 er tatt med for å vise at antistoffet alene ikke 
gir cytotoksisk effekt, men er kun tatt med uten lysdoser for å begrense forbruket. 
Konsentrasjonene i kontrollene samsvarer med konsentrasjonene i PCI-behandlingen. 
 
3.3.2 Cytotoksisitet etter PCI-behandling med IT mot CD44 på WiDr og DU145 
 
Klonogen overlevelse ble utført for cellelinjene WiDr og DU-145 etter PCI-behandling. 
Konsentrasjonene av TPCS2a, saporin og IT er de samme som er benyttet ved viabilitetsforsøk 
med MTT. Kolonidannelse er beregnet i prosent av ubehandlede celler og resultatene er vist i 
figur 3.3. For cellelinjen WiDr viser resultatet at den cytotoksiske effekten av PDT og PCI av 
saporin er noe reversert sammenlignet med MTT-figuren, men viser at forskjellen mellom 
PDT og PCI av saporin er større. PCI-behandling med IT mot CD44 viser god effekt og gir 
100 % celledrap etter 180 sekunder lyseksponering (figur 3.3A). For cellelinjen DU-145 er 
effekten av PCI-behandlingen relativt lik ved måling av klonogen overlevelse sammenlignet 
med MTT (figur 3.3B), men ved klonogen overlevelse gir 90 sekunder lyseksponering 100 % 
celledrap sammenlignet med 150 sekunder for MTT.  
A                        B
 
Figur 3.3: Klonogen overlevelse etter PCI-behandling. Figurene viser cellelinjene A) WiDr og B) DU-145. 
Standardavvik er beregnet fra to paralleller og ført på grafene. Figurene viser et representativt utvalg av tre 
uavhengige forsøk. 
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3.4 Opptak av TPCS2a og CD44 på WiDr cellelinje 
 
Fotosensitizerens lokalisering i endocytiske vesikler er avgjørende for fotokjemisk 
internalisering av terapeutiske makromolekyler. Cellelinjen WiDr ble inkubert med 1 µg/ml 
TPCS2a i 18 timer, etterfulgt av fire timer chase før mikroskopering. Resultatet fra 
fluorescensmikroskopering med TPCS2a er vist i figur 3.4, med fasekontrast- (figur 3.4A) og 
fluorescensbilde (figur 3.4B) av WiDr-celler. Opptak av TPCS2a ble observert som rød 
granulær fluorescens. 
 
A                  B 
   
Figur 3.4: Intracellulært opptak av TPCS2a i WiDr-cellelinjen. A) Fasekontrast. B) Fluorescens 
 
For å studere om immuntoksinet og TPCS2a kolokaliseres i endocytiske vesikler ble WiDr-
celler inkubert med TPCS2a og IM7-Alexa488 (figur 3.5). Opptak av TPCS2a viste rød 
granulær fluorescens (figur 3.5A). IM7-Alexa488 vil binde seg til CD44 reseptor, og bli tatt 
opp gjennom reseptormediert endocytose. Grønn fluorescens fra Alexa488-merket antistoff 
viste hovedsakelig lokalisering rundt plasmamembranen, men noe granulært opptak kunne 
detekteres (figur 3.5B). Ved å fusjonere bildene vil gul/gul-orange farge angi overlapp av 
fluorescens. Det ble observert klar kolokalisering av TPCS2a og fluorescensmerket antistoff 
(figur 3.5C), men det er også flere steder hvor det ikke er kolokalisering.   
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A                  B 
   
                                                         C 
  
Figur 3.5: Kolokalisering av TPCS2a og IM7-Alexa488 i WiDr-cellelinjen. A) Opptak av TPCS2a B) Opptak av 
IM7-Alexa488 C) Fusjonert fluorescens av TPCS2a og IM7-Alexa488. Forsøket er utført en gang.  
 
 
3.5 Ekspresjon av CD90 antigen 
 
Liposarkomcellelinjene SA-4, SW872 og T778 ble alle merket med APC-anti-CD90 mAb 
(5E10) og analysert ved flowcytometri for å se på ekspresjon av overflatemarkøren CD90 
(figur 3.6). Cellelinjen SA-4 ble benyttet som negativ kontroll for CD90 ekspresjon da denne 
cellelinjen viste liten økning i median fluorescensintensitet etter farging med APC-merket 
antistoff. Cellelinjen SW872 var sterkt positiv for ekspresjon av CD90, men viste en 
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heterogen populasjon med varierende grad av CD90 ekspresjon som strakk seg over 3 log. 
T778 var svært positiv, med en økning på mer enn 1000 ganger i fluorescensintensitet.  
 
 
Figur 3.6: Ekspresjon av markør CD90 på liposarkomcellelinjene SA-4, SW872 og T778. Median 
fluorescensintensitet for ufargede kontrollprøver og fargede celler viste for SA-4 henholdsvis 147 til 275, for 
SW872 141 til 4124 og T778 16,7 til 74 869. Forsøket er utført en gang. 
 
  
3.6 PCI med IT mot CD90 i cellelinjene SA-4, SW872 og T778 
 
3.6.1 Celleviabilitet etter PCI-behandling med IT mot CD90 
 
Celleviabiliteten etter PCI-forsøk med IT rettet mot CD90 ble utført på cellelinjene SA-4, 
SW872 og T778 (Figur 3.7). Cellelinjen SA-4 ble benyttet som negativ kontroll da denne 
cellelinjen viste lav ekspresjon av CD90 etter analysering med flowcytometri. Alle 
cellelinjene ble behandlet med 0,4 µg/ml TPCS2a. Cellelinjen SA-4 ble behandlet med 0,825 
nM OX7-SAP, 1,65 nM SAP-25 og 0,825 nM OX7 for antistoffkontroll. SW872 og T778 ble 
begge behandlet med 8,25 nM OX7-SAP, 16,5 nM SAP-25 og 8,25 nM OX7 for 
antistoffkontroll. Det ble benyttet lavere toksinkonsentrasjoner for SA-4 da denne cellelinjen 
viste høy mørketoksisitet ved en ti ganger høyere konsentrasjon. Celleviabiliteten ble målt 
med MTT 48 timer etter lyseksponering.  
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SA-4 cellene responderte lite etter PDT-behandlingen, men viste ca. 70 % tap av 
celleviabilitet ved PCI-behandling. Resultatene viser ingen forskjell i effekten av PCI av 
saporin og PCI med IT på SA-4 (Figur 3.7A). PDT-behandling av SW872-cellene viste en 
cytotoksisk effekt og > 70 % tap av celleviabilitet. PCI-behandling med saporin viste ingen 
økt effekt, men målrettet angrep på CD90 med IT induserte > 90 % tap av viabilitet etter 180 
sekunder lyseksponering (figur 3.7B). T778-cellene responderte dårlig på PDT-behandlingen. 
Ved PCI-behandling er effekten god og forskjellen ved 90 sekunder lyseksponering viser mer 
effektivt celledrap ved bruk av IT (figur 3.7C). 
 




Figur 3.7: Celleviabilitet etter PCI-behandling for cellelinjene A) SA-4, B) SW872 og C) T778. Resultatet viser 
representative figurer fra reproduserte forsøk. Standardavvik (SD) er beregnet fra tre paralleller og ført på. 
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3.6.2 Selektivitetsforsøk av CD90 antistoff ved PCI 
 
Cellelinjen T778 ble inkubert med overskudd av OX7 tilsvarende 100 ganger høyere 
konsentrasjon enn immuntoksinet OX7-SAP. Dette forsøket ble utført for å vise at 
cytotoksisiteten av OX7-SAP var grunnet spesifikt reseptormediert opptak av immuntoksinet. 
Resultatet viser at blokkering av reseptoren reduserte cytotoksisiteten av OX7-SAP 
signifikant med nesten 30 % ved 90 sekunder lyseksponering (figur 3.8). Resultatet viser 
imidlertid ingen forskjell mellom PCI-behandling med OX7-SAP og SAP-25. 
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3.7 Opptak av TPCS2a og CD90-reseptor 
   
Kolokalisering av TPCS2a og CD90-reseptor ble studert ved fluorescensmikroskopi av 
cellelinjen T778. For å studere om immuntoksinet og TPCS2a kolokaliseres i endocytiske 
vesikler ble T778-celler inkubert med TPCS2a og OX7-Alexa488. For å demonstrere 
spesifisitet til immuntoksinet som ble benyttet til målrettet angrep på CD90 ble det utført et 
forsøk der reseptoren ble blokkert med overskudd av antistoff. OX7 er et ukonjugert CD90 
antistoff som ble tilsatt med en 100 ganger høyere konsentrasjon enn OX7-Alexa488 for 
utkonkurrering av CD90 reseptorsetene. Dette ble utført for å illustrere at immuntoksinet ikke 
vil bli tatt opp i CD90
+
 celler dersom reseptorsetene er blokkerte. Resultatene fra 
fluorescensmikroksopering er vist i figur 3.9.  
 
Opptak av TPCS2a viste rød granulær fluorescens (figur 3.9A). OX7-Alexa488 vil binde seg 
til CD90 reseptor, og bli tatt opp gjennom reseptormediert endocytose. Grønn fluorescens fra 
Alexa488-merket antistoff viste en granulær fluorescens (figur 3.9B). Ved å fusjonere bildene 
vil gul farge angi overlapp av fluorescens. Det ble observert betydelig kolokalisering av 
TPCS2a og OX7-Alexa488 (figur 3.9C), selv om det er områder hvor det ikke var 
samlokalisering. Resultatet viser også at T778-cellene ikke viste binding eller opptak av 
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A                  B 
   
C          D 
   
Figur 3.9: Fluorescensbilder av TPCS2a og OX7-Alexa488. Bildene viser A) fluorescens av TPCS2a, B) 
fluorescens av OX7-Alexa488 og C) kolokalisering av TPCS2a og OX7-Alexa488. Bildene er representative 
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3.8 T778 membranbinding - konfokalmikroskopi 
 
For å kvalitativt verifisere at OX7 antistoffet binder seg til reseptoren på plasmamembranen 
ble det utført et forsøk for å se på membranbindingen ved konfokalmikroskoperi av cellelinjen 
T778. T778-celler ble inkubert med OX7-Alexa488 og Hoechst 33342, og oppbevart på is 
frem til mikroskopering. Resultatet fra forsøket er vist i figur 3.10, med fasekontrast- (figur 
3.10A) og fluorescensbilde. Fluorescensbildet av T778 viser en svak, punktvis grønn 
fluorescens lokalisert på plasmamembranen til T778-cellene (horisontal pil). I tillegg er det 
antydning til at noe av antistoffet er internalisert ettersom noe fluorescens kan detekteres nært 
cellekjernen (vertikal pil) (figur 3.10B). 
 
A                  B 
   
Figur 3.10: Membranbinding av OX7-Alexa488 på T778 cellelinje. Bildene viser A) fasekontrast og B) 
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3.9 SA-4 18 timers opptak  
 
Cellelinjen SA-4 ble benyttet som negativ kontroll for PCI-forsøkene med IT rettet mot CD90 
selv om denne cellelinjen viste en noe forhøyet fluorescensintensitet ved merking av CD90-
reseptor (figur 3.6). Det ble utført et mikroskoperingsforsøk av denne cellelinjen for å se om 
cellene potensielt kan internalisere immuntoksinet OX7-SAP. SA-4 celler ble inkubert med 
OX7-Alexa488 i 18 timer, etterfulgt av vask og fire timer chase. Cellene ble analysert ved 
konfokalmikroskopering og resultatet er vist i figur 3.11. SA-4 cellene viser en veldig svak 
fluorescens lokalisert hovedsakelig i cellenes cytoplasma. 
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4 Diskusjon  
 
Målrettet behandling av kreftstamceller  
 
Teorien om at det finnes kreftstamceller i mange krefttyper har vært emne for mye diskusjon. 
Motstand til denne teorien har blant annet blitt argumentert gjennom begrensninger i 
identifiseringen av kreftstamceller ved hjelp av xenotransplantasjoner i svært  
immunsvekkede mus. Selv om dette er selve gullstandarden for identifisering av 
kreftstamceller,  finnes det imidlertid ingen direkte bevis for at cellulære egenskaper etter 
xenotransplantasjon vil reflektere egenskaper fra den opprinnelige tumor (70). Metoden tester 
cellenes evne til å danne tumor, uten å si noe om cellenes faktiske skjebne i den originale 
tumoren (71). Hvilke kreftceller som er i stand til å danne tumor vil være kontekstavhengig, 
og påvirkes av flere faktorer som vekstfaktorer og adhesjonsmolekyler i musevevet, samt 
immunresponser (71). Sortering av populasjoner med spesifikke fenotyper har imidlertid vist 
at så få som 100 antatte kreftstamceller kan være i stand til å initiere tumor, i motsetning til et 
signifikant høyere antall celler uten denne fenotypen (72). Det er i tillegg vist at transplanterte 
kreftstamceller er i stand til å bevare den hierarkiske organiseringen av den primære tumoren 
(73). Dette, kombinerte med tilbakefall av tumor etter behandling, og resistens mot etablerte 
behandlingsmetoder, skaper imidlertid validitet til teorien om kreftstamceller. Behandling av 
kreftstamceller vil være utfordrende da disse cellene ofte deler seg sakte og har et effektivt 
apparat for reparasjon av DNA-skade på grunn av anti-ROS mediatorer, dvs. økt nivå av 
antioksidanter eller overekspresjon av anti-ROS enzymer. Kreftstamceller innehar dermed 
større resistens mot strålebehandling og cellegift en tumorens bulk-celler (1). Nye metoder for 
kreftbehandling med målrettet angrep på kreftstamceller kan potensielt hindre tilbakefall av 
tumor, samt føre til økt overlevelse hos pasienter, og kan på bakgrunn av dette være en 
rasjonell strategi for å angripe «roten» til problemet. 
 
Som beskrevet i kapittel 1.5 er CD44 og CD90 identifisert som potensielle markører for 
kreftstamceller i ulike typer kreft. I denne oppgaven ble cellelinjer fra henholdsvis karsinomer 
og sarkomer benyttet for målrettet angrep på disse markørene ved PCI av IT. CD90-
ekspresjon har ikke tidligere blitt linket til kreftstamceller i sarkomer (17), men som markør 
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for normale mesenchymale stamceller. Mesenchymale stamceller er tenkt å være et potensielt 
opphav til de fleste sarkomer (74). Kombinert med studien av Stratford et al. (17) der 6 av 9 
liposarkomcellelinjer viste høy ekspresjon av CD90, kan det tenkes at CD90 kan være en 
potensiell markør for kreftstamceller i liposarkomer. I en annen studie av Stratford, Bostad et 
al. (75) ble det demonstrert at PCI av IT mot kreftstamcellemarkøren CD133 fører til tap av 
celleviabilitet i sarkomcellelinjer med CD133-ekspresjon. PCI av OX7-SAP IT mot CD90 har 
ikke tidligere blitt utprøvd. Figur 3.7 viser dokumentasjon på CD90-targeting. Tap av 
celleviabilitet etter PCI av OX7-SAP kan korreleres til grad av CD90-ekspresjon ved 
flowcytometri (figur 3.6). Spesifisiteten til immuntoksinet OX7-SAP er demonstrert gjennom 
selektivitetsforsøk der blokkering av CD90-reseptoren signifikant reduserer cytotoksisiteten 
til OX7-SAP. Dette viser at OX7-SAP er spesifikk til målreseptoren. Spesifisiteten til OX7-
SAP, kombinert med effektiv cytotoksisitet, danner et grunnlag for videre PCI-studier av dette 
immuntoksinet. 
 
Overekspresjon av bestemte antigener blir ofte benyttet som markør for identifisering og 
isolering av kreftstamceller. Markører for kreftstamceller er imidlertid ikke universale da 
tumorer fra samme type kreft, samt ulike krefttyper, inneholder en fenotypisk variasjon som 
begrenser verdien av bruk av markører for isolering av kreftstamcelle-populasjoner (71). For å 
anvende markører for identifisering av kreftstamceller må stamcelleegenskapene derfor 
valideres for hvert individuelle studie (71). I studier utført av Stratford et al. er 
stamcellelignende egenskaper undersøkt i SA-4, SW872 og T778 gjennom blant annet 
differensieringspotensiale, stamcellemarkører og tumorigenitet. Samtlige cellelinjer viste høye 
prolifererende egenskaper, samt evne til å danne tumor in vivo (17). I denne oppgaven er ikke 
stamcellelignende egenskaper bestemt. For å avgjøre om cellelinjene som er benyttet i denne 
oppgaven innehar subpopulasjoner med stamcellelignende egenskaper linket til CD90-









Fotokjemisk internalisering (PCI) er en metode for frigjøring av endocyterte makromolekyler 
til cytosol (47). En viktig forutsetning for metoden er fotosensitizerens lokalisering i 
endocytiske vesikler. Som beskrevet i 2.3.1 er TPCS2a en amfifil fotosensitizer, og vil kunne 
inkorporeres i cellulære membraner. Intracellulær lokalisering av TPCS2a ble undersøkt ved 
fluorescensmikroskopi på cellelinjene WiDr og T778. I begge forsøkene ble celler inkubert 
med 1 µg/ml TPCS2a i 18 timer, etterfulgt av vask og 4 timer chase. Granulær, intracellulær 
fluorescens fra TPCS2a ble observert i begge cellelinjene og indikerer opptak i endocytiske 
vesikler. Disse resultatene samsvarer med tidligere funn som har indikert en endocytisk 
lokalisering av TPCS2a (47). Det ble i tillegg utført mikroskopiforsøk med 
fluorescensmerkede antistoff mot overflatemarkørene CD44 og CD90 for å detektere 
kolokalisering av TPCS2a og makromolekyl i de samme cellelinjene. Cellelinjen T778 viste at 
TPCS2a og fluorescensmerket antistoff mot CD90, OX7-Alexa488, hadde god overlapping av 
fluorescens, og kan se ut til å kolokaliseres i intracellulære, endocytiske vesikler. Dersom man 
forutsetter at OX7-SAP internaliseres på tilsvarende måte som OX7-Alexa488 kan man anta 
at TPCS2a og OX7-SAP i stor grad vil være kolokalisert under lyseksponering ved PCI-
behandling. Støtte for dette kan man finne i cytotoksisitesdataene hvor man faktisk ser at 
lysaktivering av TPCS2a fører til synergistisk cytotoksisitet mellom fotosensitizer og IT. 
Ettersom man vet at levetiden og diffusjonsavstanden til singlet oksygen er ekstremt kort, 
antyder dette at det er kolokalisering eller delvis kolokalisering av TPCS2a og IT i 
kreftcellene.  Spesifisitet til antistoffet ble undersøkt gjennom membranbinding og blokkering 
i T778 cellelinjen som er CD90
høy
. Blokkering med overskudd av ukonjugert OX7 hindret 
binding og opptak av OX7-Alexa488 (figur 3.9D) og illustrerer i dette forsøket at opptak av 
OX7-Alexa488 skjer gjennom en spesifikk reseptormediert endocytose. Membranbinding av 
OX7-Alexa488 ble undersøkt ved konfokalmikroskopi, og viste en meget svak fluorescens 
lokalisert rundt cellemembranen på T778 (figur 3.10B). T778-cellene måtte stå på is over en 
time før fluorescens kunne observeres rundt cellemembranen. Det kan tenkes at 
reseptormediert endocytose allerede hadde internalisert en del av OX7-Alexa488 før cellene 
ble satt på is. 
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For cellelinjen WiDr viste kolokaliseringsforsøket at det fluorescensmerkede antistoffet (IM7-
Alexa488) mot CD44 i stor grad var lokalisert rundt plasmamembranen. Kolokalisering av 
fotosensitizer og makromolekyl ved lyseksponering var tidligere tenkt å være avgjørende for 
levering av makromolekylet til cytosol. Det har derimot blitt vist at tilførsel av 
makromolekyler som ikke går inn i cellen ved reseptor-mediert endocytose, inntil 6-8 timer 
etter fotokjemisk behandling ikke påvirker den synergistiske effekten (42). 
Kolokaliseringsstudiet i WiDr ble bare gjennomført en gang. Begrenset kolokalisering av 
TPCS2a og IM7-Alexa488 kan resultere fra feilkilder under forsøket, og man kan dermed ikke 
bekrefte, på bakgrunn av dette forsøket, at fotosensitizer og immuntoksin ikke vil være 
kolokalisert ved tidspunktet for lyseksponering under PCI-behandling. Resultatene fra PCI 
med IT mot CD44 på WiDr viser en økt effekt ved bruk av IT sammenlignet med saporin, 
som indikerer kolokalisering i endocytiske vesikler.  
 
Cellelinjen SA-4 ble benyttet som negativ kontroll ved målrettet angrep på CD90. Det ble 
gjennomført konfokalmikroskopi av SA-4 for å undersøke om denne cellelinjen ville ta opp 
immuntoksinet OX7-SAP. SA-4 ble inkubert med OX7-Alexa488 og viser en svak 
intracellulær fluorescens (figur 3.11). SA-4 ser dermed ut til å internalisere noe av antistoffet. 
Det er imidlertid usikkert om dette er reseptormediert endocytose eller pinocytose. 
Internaliseringen ser likevel ikke ut til å ha noen merkbar økt cytotoksisk effekt ved PCI-
behandling med IT på denne cellelinjen (figur 3.7A).  
 
Den cytotoksiske effekten av PCI-behandling stammer fra toksinet som hemmer 
proteinsyntesen i kombinasjon med ROS som alene er skadelig for cellene. Cytoksisiteten av 
TPCS2a uten lyseksponering var lav i alle forsøk, men økte i samsvar med lyseksponering. 
Cytotoksisiteten til kontrollene for saporin og IT uten TPCS2a var lav i samtlige forsøk, alene 
og kombinert med lyseksponering. Disse resultatene indikerer at kombinasjonen av TPCS2a, 
makromolekyl og lyseksponering er avgjørende for den cytotoksiske effekten ved PCI-
behandlingen. Denne observasjonen samsvarer med prinsippet for PCI og indikerer at 
metoden er pålitelig. Resultatene fra PCI-behandling viser at effekten av PDT er svært 
varierende i de ulike cellelinjene. Prostatacellelinjene LNCaP og DU-145 illustrerer dette i 
figur 3.2, med dramatisk forskjellig respons etter PDT. Årsaken til dette kan være ulike nivåer 
av ROS-scavengers som gjør cellene mer resistente mot PDT gjennom å forhindre ROS  (15). 
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Pettazzoni et al. har faktisk demonstrert en større resisitens mot lipidperoksidering i 
cellelinjen DU-145 sammenlignet med LNCaP (76). Dette har initiert arbeid innen PCI-
gruppen for å studere PDT-respons og ROS-scavengers i blant annet disse cellelinjene. Ulik 
effekt ble også observert ved PCI av saporin som kan være et resultat av varierende respons 
av PDT. Liten PDT-respons kan hindre at de endocytiske vesiklene sprekker og dermed 
hindre internalisering av toksinet.  
 
Fotokjemisk internalisering av immuntoksiner  
 
En av de mange utfordringene innen kreftbehandling er manglende spesifisitet for kreftceller. 
Med unntak av kirurgisk reseksjon av tumorvev, er etablerte metoder innen kreftbehandling, 
som stråleterapi og cellegift, lite selektive for kreftceller. Selektiviteten for kjemoterapeutiske 
medikamenter er hovedsakelig angrep av hurtig prolifererende celler (13). For 
strålebehandling oppnås en viss grad av spesifisitet gjennom lokalisert strålebehandling. 
Begge disse behandlingsmetodene er imidlertid begrenset av manglende diskriminering av 
normalvevet (77). Som forklart i kapittel 1.6.3 vil bruk av immuntoksiner (IT) kunne 
minimere angrep på normale celler gjennom gjenkjennelse av antigener på overflaten av 
kreftcellene. Klinisk respons ved bruk av IT har imidlertid vært begrenset. IT som ikke er 
kapable til å drepe rundt 80 – 90 % av målceller in vitro er antagelig ikke effektive nok til å 
benyttes in vivo, da de fleste tumorer vil danne resistens og tilbakefall (78). En stor 
begrensning for effektiv behandling med IT er intracellulær levering til cytosol (79). Tidligere 
studier har vist at PCI kan øke den cytosoliske frigjøringen og cytotoksiske effekten av 
immuntoksiner in vitro og in vivo (80). Bruk av immuntoksin for målrettet PCI-behandling av 
kreftstamceller med CD133
+
 fenotype har vist en sterk økning i cytotoksisitet sammenlignet 
med PCI av saporin (57), og cytotoksisiteten av EGF-saporin er vist å øke 1000 ganger som 
følge av levering med PCI (81). 
 
Resultatet i denne oppgaven viser at CD44 og CD90 kan være potente markører for målrettet 
PCI-behandling med IT. Kontrollene av IT uten TPCS2a viser en lav cytotoksisk effekt, som  
indikerer at IT er blitt akkumulert i edosomer og/eller lysosomer for videre degradering før 
det får utøvet sin effekt i cytosol. Den økte effekten ved PCI av IT sammenlignet med PCI av 
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saporin indikerer at PCI av IT er en metode som kan øke terapeutisk effekt og spesifisitet av 
PCI-behandling. Dette kan medføre at man øker det terapeutiske vinduet til IT ved at det kan 
benyttes lavere konsentrasjoner av toksiner ved behandling, og på denne måten redusere 
eventuelle bivirkninger. Effektiv behandling kan også bidra til at det kreves færre 
behandlingsrunder, og dermed redusere dannelse av nøytraliserende antistoffer. Ved PCI-
behandling av IT in vivo er det også viktig at IT klarer å diskriminere mellom normale celler 
og kreftceller med uttrykk av antigenet man spesifikt ønsker å angripe. De negative 
kontrollcellelinjene LNCaP og SA-4 ble benyttet for å demonstrere spesifisitet til metoden. 
Begge cellelinjene viste lik effekt etter PCI-behandling av IT sammenlignet med PCI av 
saporin. Det er imidlertid usikkerhet knyttet til kontrollen SA-4 da denne cellelinjen ble 
behandlet med en lavere konsentrasjon av toksiner sammenlignet med SW872 og T778. PCI 
av IT mot CD90 viste økt cytotoksisitet for SW872 og T778 som er CD90-positive cellelinjer. 
Ved innledende forsøk ble det benyttet en konsentrasjon på 0,825 nM IT. Denne 
konsentrasjonen resulterte ikke i økt effekt av IT sammenlignet med PCI av saporin alene. Det 
ble derfor benyttet 8,25 nM for videre forsøk. For cellelinjen SA-4 viste konsentrasjonen 8,25 
nM en svært høy cytotoksisitet, både med og uten lys. Denne konsentrasjonen kunne derfor 
ikke benyttes for PCI-behandling av denne cellelinjen. Manglende forskjell mellom PCI av 
saporin sammenlignet med PCI av IT kan ha vært forårsaket av lav ekspresjon av CD90 
antigen, men kan også være årsak på grunn av den lave konsentrasjonen av IT. Man kan på 
bakgrunn av dette ikke konkludere at SA-4 ikke viste økt effekt av PCI av IT på grunn av lav 
ekspresjon av CD90 antigen. SA-4 er på bakgrunn av dette ikke en optimal negativ 
kontrollcellelinje i denne studien. Likevel kan man hevde at man har en spesifisitet av anti-
CD90 immuntoksinet siden PCI-effekten ble blokkert med overskudd av ukonjugert Ab. I 
tillegg viser fluorescensstudiet at  binding av OX7-Alexa488 ble blokkert med oversudd av 
OX7 Ab. Og tilslutt, for både SW872 og T778 fikk man langt høyere cytotoksisk respons med 
PCI av OX7-saporin sammenlignet med  PCI av saporin. 
 
Målrettet behandling av kreftstamceller vil være utfordrende da markører for kreftstamceller 
og normale stamceller ofte vil være samsvarende. PCI-teknologien kan potensielt løse dette 
problemet ved terapi av lokaliserte kreftsvulster. Gjennom PCI av IT oppnås spesifikk 
behandling in vivo ved flere faktorer: Akkumulering av fotosensitizer i tumorvev, lokal 
lyseksponering, samt målrettet angrep av immuntoksinet. Dette medfører skjerming av 
normale stamceller som ligger utenfor det lyseksponerte feltet. Denne oppgaven danner derfor 
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et grunnlag for videre preklinisk evaluering PCI for målrettet angrep og drap av 
kreftstamceller med overekspresjon av CD44 og CD90. 
  




Cellelinjer og markørene CD44 og CD90 
 
Cellelinjene som er benyttet i denne oppgaven ble hovedsakelig valgt på bakgrunn av 
ekspresjon av overflatemarkørene CD44 og CD90. For målrettet angrep på overflatemarkøren 
CD44 ble cellelinjene WiDr, BxPC3, DU-145 og LNCaP benyttet. WiDr og BxPC3 ble valgt 
da disse cellelinjene tidligere har vist CD44-ekspresjon (Bostad et al. (ikke publisert)), samt 
på bakgrunn av tidligere erfaring i PCI-gruppen. Utfordringen var å finne en cellelinje som 
kunne benyttes som negativ kontroll. Cellelinjen DU-145 ble valgt på grunnlag av av Draffin 
et al. (82) som viste at denne cellelinjen er CD44
-
 v.h.a. flowcytometri, western blotting og 
immuncytokjemi. Analysering ved flowcytometri i denne oppgaven viste imidlertid at DU-
145 hadde den høyeste CD44-ekspresjonen, som også er vist av blant annet Hurt et al. (83) og 
Yan et al. (84). Cellelinjen LNCaP ble presentert som en CD44
-
 cellelinje av Liu (20), og ble 
verifisert som negativ ved analysering ved flowcytometri i dette studiet. For målrettet angrep 
på overflatemarkøren CD90 ble cellelinjene SA-4, SW872 og T778 benyttet. Disse 
cellelinjene ble valgt på bakgrunn av karakteriseringsstudier av liposarkomcellelinjer utført av 
Stratford et al. (17), der overflatemarkøren CD90 ble målt ved flowcytometri. Som beskrevet 
tidligere er ikke CD90-ekspresjon funnet å være en markør for kreftstamceller i sarkomer. 
Anvendelsen av liposarkomcellelinjer var hovedsakelig grunnet lett tilgjengelige cellelinjer 
med varierende ekspresjon av CD90 gjennom samarbeid med Mylebost-gruppen i SFI-CAST, 




Ekspresjonen av CD44 og CD90 på de ulike cellelinjene ble analysert ved flowcytometri. I 
studiet utført av Draffin et. al. ble det benyttet trypsin for å løsne cellene før analysering ved 
flowcytometri. Det er sannsynlig at trypsinet degraderte CD44-reseptoren og DU145 ble 
derfor feilaktig valgt som CD44-negativ linje i dette studiet. I denne oppgaven ble det benyttet 
Accutase
®
, som er en mildere enzymløsning og gir mindre skade på overflateproteiner enn 
- 58 - 
 
trypsin (60). Forskjellen mellom resultatene her illustrerer usikkerheten ved måling av 
proteiner på overflaten da ulike midler som benyttes for å løsne celler kan gi tap av 
overflateproteiner. Analysering av markørene CD44 og CD90 ved flowcytometri ble bare 
utført en gang, og man kan på bakgrunn av dette ikke bekrefte ekspresjonen av disse 
markørene i denne oppgaven. Resultatene fra Stratford et. al. (17), samt resultater fra Bostad 
et. al. bidrar likevel til å verifisere disse funnene. Ved måling av overflatemarkørene ble det 
benyttet ferdige fluorescensmerkede antistoffer (FITC CD44 mAb (G44-26) og APC CD90 
(5E10)). Disse antistoffene var ikke de samme som ble benyttet ved PCI av IT (OX7-SAP og 
IM7-SAP), og det vil dermed være en viss usikkerhet rundt overføringsevnen av disse 
resultatene. Det kan for eksempel være ulik affinitet mellom antistoff og antigen, samt 
gjenkjennelse av ulike epitoper på antigenet.  
 
PCI og viabilitetsassays 
 
Innledende forsøk utført i begynnelsen av prosjektet kan ha vært mer unøyaktige på grunn av 
manglende praktisk erfaring i laboratoriearbeidet. Arbeid med celler i kultur vil også generelt 
kunne skape unøyaktigheter da dette er levende celler som kan endre egenskaper etter lange 
passasjer. Ekspresjon av kreftstamcellemarkørene CD44 og CD90 har blitt undersøkt ved 
økende cellepassasjer i primære kreftcellelinjer fra lungekreft, der ekspresjonen av CD44 økte 
med økende passasjer, mens ekspresjonen av CD90 minket (38). Potensielle fenotypiske 
endringer som dette kan bidra til usikkerhet i resultatene. Dette viser at det er viktig å ha 
kontroll på cellepassasjenummer. PCI-gruppen har derfor over lengre tid praktisert enn 
generell maksimumpassasje på 25. Etter dette blir linjen kastet og ny blir tatt opp fra 
nitrogentanken. 
 
Før eksperimentelle forsøk ble cellene telt ved hjelp av et tellekammer. Det var kun et lite 
volum fra cellesuspensjonene som ble telt i tellekammeret, og dersom cellesuspensjonen ikke 
var fullstendig blandet til en homogen løsning kan utvalget som telles i tellekammeret gi feil 
estimering av cellekonsentrasjon, og som videre kan påvirke resultatene i forsøkene. Arbeidet 
med TPCS2a ble utført under lysbeskyttende omgivelser. Pipettering av små volum, samt 
behandling av materialer under begrenset tilgang til lys kan være en kilde til usikkerhet i hvert 
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enkelt forsøk. Uønsket eksponering av lys kan også bidra til usikkerhet da dette kan aktivere, 
samt føre til fotobleking, av TPCS2a.  
 
For å måle cellulær viabilitet etter PCI-behandling ble det benyttet MTT-assay. Det finnes 
flere begrensninger ved MTT-metoden som kan påvirke påliteligheten til resultatene. Ikke alle 
cellelinjer er egnet å benytte denne metoden på. For cellelinjer som ikke har en konstant 
mitokondriell aktivitet kan ikke denne metoden benyttes for å studere effekten av 
medikamenter (63). Metoden kan også være mindre sensitiv ved lave cellekonsentrasjoner 
(64). I tillegg finnes det usikkerhet ved denne metoden da den kan både underestimere og 
overestimere cytotoksisteten av et medikament som beskrevet i 2.4.2. Det er dermed viktig å 
vente lenge nok før måling av MTT. Det ble i denne oppgaven benyttet klonogen overlevelse 
på cellelinjene WiDr og DU-145 for å studere en mer langsiktig cytotoksisitet etter PCI-
behandling. Klonogen overlevelse er en mer tidkrevende metode enn MTT, og kan ikke alltid 

















Fotosensitizeren, TPCS2a, som er benyttet i denne studien viser opptak i endocytiske vesikler, 
noe som er en forutsetning for PCI-metoden. Denne studien er den første til å benytte 
kreftstamcellemarkøren CD90 for målrettet PCI-behandling med IT. Reproduserte data viser 
en økt cytotoksisk effekt av immuntoksinet OX7-SAP i de CD90
+
 cellelinjene SW872 og 
T778, gjennom intracellulær levering ved PCI. Immuntoksinet OX7-SAP viser spesifisitet til 
målmarkøren CD90, illustrert gjennom blokkering av reseptor ved fluorescensmikroskopi, 
membranbinding, samt selektivitetsforsøk ved PCI. Det er også demonstrert at immuntoksinet 
IM7-SAP gir en økt cytotoksisk effekt i de CD44
+
 cellelinjene BxPC3, WiDr og DU-145.  
 
Denne studien har vist at fotokjemisk internalisering av immuntoksiner rettet mot 
kreftstamcellemarkørene CD44 og CD90 kan fungere som en selektiv og effektiv behandling 
in vitro, og danner grunnlag for videre studier av disse markørene for fremtidig PCI-
behandling. For å kunne demonstrere målrettet angrep på kreftstamceller ved bruk av IM7-
SAP og OX7-SAP er det nødvendig med videre undersøkelser gjennom studier i 




 i virkeligheten innehar 









Etablering av PCI-metoden 
 
Innledende forsøk ble utført for etablering av PCI-metoden. Det ble utført tetthetsforsøk for 
cellelinjene BxPC3 og LNCaP som ble benyttet til målrettet angrep på CD44, samt 
cellelinjene SA-4 og T778 som ble benyttet til målrettet angrep på CD90. 
Cellekonsentrasjonene som ble benyttet for de resterende cellelinjene ble valgt på bakgrunn 
av tidligere erfaringer innen PCI-gruppen og Seksjon for tumorbiologi. Resultatene fra 
tetthetsforsøk er vist i figur V.1 og figur V.2, og benyttede cellekonsentrasjoner er 
oppsummert i tabell 2.2. 
 
A                      B 
 
Figur V.1: Optisk tetthet ble målt ved MTT-assay i 96-brønnersbrett for ulike cellekonsentrasjoner i cellelinjene 
A) BxPC3 og B) LNCaP. Forsøket er utført en gang, og standardavvik fra tre paralleller er tegnet inn. 
 
  
- 62 - 
 
A                      B 
 
Figur V.2: Optisk tetthet ble målt ved MTT-assay i 96-brønnersbrett for ulike cellekonsentrasjoner i cellelinjene 
A) SA-4 og B) T778. Forsøket er utført en gang, og standardavvik fra tre paralleller er tegnet inn. 
 
Det ble utført forsøk med konsentrasjonsrekker av TPCS2a på cellelinjene SA-4 og T778, samt 
konsentrasjonsrekker av immuntoksinet IM7-SAP for cellelinjen BxPC3 som en del av de 
innledende forsøkene for etablering av PCI-metoden. Resultatene er vist henholdsvis i 
figurene V.3 og V.4. 
 
A                      B 
 
Figur V.3: Cellelinjene A) SA-4 og B) T778 ble behandlet med ulike konsentrasjoner av fotosensitizeren 
TPCS2a i kombinasjon med lyseksponering. Relativ celleviabilitet er analysert ved MTT-assay i 96-
brønnersbrett. Forsøket er utført en gang, og standardavvik fra tre paralleller er tegnet inn. 
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Figur V.4: Konsentrasjonsrekke av immuntoksinet IM7-SAP. Figuren viser behandling av PCI av saporin og 
PCI av immuntoksinet IM7-SAP ved økende dosebehandling (lyseksponering 180 sek.). PS-konsentrasjon: 0,35 
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